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Resumen 
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La vía JAK-STAT juega un papel importante en la proliferación, supervivencia 
y diferenciación de células progenitoras linfoides. Sin embargo, se sabe muy poco 
de la contribución de JAK2 al desarrollo de los linfomas linfoblásticos de células T 
(T-LBL). En esta tesis hemos identificado una muestra con una translocación 
activante TEL-JAK2, y seis mutaciones de cambio de sentido que se reparten en 
dos de las 16 muestras de T-LBL analizadas. Tres de estas mutaciones son nuevas 
para el gen JAK2, y las otras se describen por primera vez en T-LBLs. Curiosamente, 
las mutaciones I682T y R683G podrían haber surgido por un mecanismo de editado 
del ARN. Además, los dos linfomas con las mutaciones de JAK2 mostraron cada 
uno diferentes transcritos mutantes lo que sugiere la existencia de heterogeneidad 
sub-clonal. Los ensayos funcionales revelaron que las mutaciones H574R y R683G 
son capaces de activar constitutivamente la vía JAK-STAT en las células 2A, y de 
permitir la proliferación de las células BaF3-EpoR en ausencia de citoquina. Por otro 
lado, la hipermetilación aberrante del promotor de SOCS3 podría estar 
contribuyendo a la activación de la vía JAK-STAT. Uno de los aspectos de mayor 
interés es que las muestras con mutaciones en JAK2 presentan unos niveles más 
elevados de expresión del gen LMO2 en los linfomas primarios, sugiriendo un nexo 
de unión entre el carácter mutacional de JAK2 y la capacidad de inducir a LMO2, 
que fue confirmado mediante transfecciones en las células 2A con cada una de 
las seis mutaciones. Por tanto, proponemos que JAK2 puede contribuir al desarrollo 
de los T-LBLs por medio de dos mecanismos diferentes, y que el uso de pan-
inhibidores de las quinasas JAKs en combinación con drogas epigenéticas debería 
ser considerado en los futuros tratamientos de estos pacientes. 
  
 
Summary 
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The JAK-STAT pathway has a substantial role in lymphoid precursor cell 
proliferation, survival and differentiation. Nonetheless, the contribution of JAK2 to T-
cell lymphoblastic lymphoma (T-LBL) development remains poorly understood. We 
have identified one activating TEL-JAK2 translocation and six missense mutations 
accumulated in two out of 16 T-LBL samples. Three of them are novel JAK2 
mutations and the others are reported for the first time in T-LBL. Notably, R683G and 
I682T might have arisen owing to RNA editing. Mutated samples showed different 
mutated transcripts suggesting sub-clonal heterogeneity. Functional approaches 
revealed that two JAK2 mutations (H574R and R683G) constitutively activate JAK-
STAT signaling in 2A cells and can drive the proliferation of BaF3-EpoR cytokine-
dependent cell line. In addition, aberrant hypermethylation of SOCS3 might 
contribute to enhance the activation of JAK-STAT signaling. Of utmost interest is that 
primary T-LBL samples harboring JAK2 mutations exhibited increased expression of 
LMO2, suggesting a mechanistic link between JAK2 mutations and the expression 
of LMO2, which was confirmed for the six missense mutations in transfected 2A 
cells. We therefore propose that active JAK2 contribute to T-LBL development by 
two different mechanisms, and that the use of pan-JAK inhibitors in combination 
with epigenetic drugs should be considered in future treatments. 
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1.- El cáncer. 
El cáncer se podría definir como un grupo de enfermedades caracterizadas 
por el crecimiento excesivo y descontrolado de células que invaden y dañan 
tejidos y órganos, provocando finalmente la muerte del individuo (Muñoz y 
Barbacid, 1997). Este heterogéneo grupo de enfermedades surgen a partir de una 
célula iniciadora que sería reprogramada para originar un grupo de células que, 
con el tiempo, acumularían múltiples cambios genéticos y epigenéticos hasta 
desarrollar un cáncer (Hanahan y Weinberg, 2011). 
 
1.1.- El cáncer: un problema genético. 
El cáncer siempre es un problema genético porque necesita que se 
produzcan alteraciones en dos tipos de genes: oncogenes y genes supresores 
(Weinberg, 1995; Haber y Harlow, 1997; Hunter, 1997). Sin embargo, los cánceres 
rara vez son hereditarios. La inmensa mayoría son esporádicos porque no parten 
de la herencia de una copia mutada de un gen mayor de susceptibilidad, 
típicamente un gen supresor. Se trata por tanto de mutaciones somáticas. En una 
minoría de casos (menos del 10%) hay cánceres hereditarios (ligados a síndromes 
concretos) porque se parte de una copia mutada de un gen mayor de 
susceptibilidad. También se podría hablar de cánceres familiares para referirse a 
aquellos casos en los que hay una mayor predisposición (riesgo) familiar aunque 
no atribuible a la herencia de ninguna copia mutada en un gen de susceptibilidad 
(Balmain et al., 2003). 
Los oncogenes derivan de la activación de copias normales de genes 
existentes en las células (proto-oncogenes) mediante mutaciones dominantes de 
ganancia de función, y se caracterizan por su contribución a la proliferación 
celular, o por la inhibición de los procesos apoptóticos. En un sentido amplio 
podrían incluir también genes capaces de inhibir los procesos de diferenciación, 
de reprogramar las células cancerígenas, o de promover la angiogénesis, la 
invasividad o la metástasis, etc. 
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Los genes supresores de tumores codifican proteínas implicadas en señales 
anti-proliferativas, en la inducción de apoptosis, o en el control de la integridad y 
estabilidad del genoma. En el cáncer, estos genes serían inactivados por 
mutaciones recesivas de pérdida de función. 
La mayor parte de los autores coinciden en que los genes de reparación del 
ADN pueden ser considerados genes supresores de tumores bona fide, porque a 
pesar de que no estén implicados directamente en el control del ciclo o en la 
muerte celular, se inactivan mediante mutaciones recesivas de pérdida de 
función, y porque su desregulación puede contribuir decisivamente al desarrollo 
tumoral. El ejemplo más paradigmático quizás sea el de los cánceres 
gastrointestinales, y más específicamente el del cáncer de colon hereditario no 
polipósico (HNPCC) que se inician, según propuso el Dr. Manuel Perucho, con un 
fenotipo mutador (como alternativa a la vía supresora clásica) generado por la 
inactivación de algún gen del sistema de reparación mismatch como MSH2 o 
MLH1 (Yamamoto et al., 1998; Yamamoto et al., 1999; Loeb, 2001). Los genes 
supresores, incluyendo los genes de reparación, son los genes mayores de 
susceptibilidad implicados en los síndromes hereditarios. 
Aunque se han descrito muchos oncogenes y genes supresores de tumores, 
todos ellos se distribuyen en 12 vías de señalización alteradas en cáncer 
(incluyendo la vía JAK-STAT), que controlan a su vez tres procesos claves de la 
fisiología celular: la supervivencia, la diferenciación celular y el mantenimiento de 
la estabilidad genómica (Vogelstein y Kinzler, 2004; Hanahan y Weinberg, 2011; 
Vogelstein et al., 2013) (Figura 1). 
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Figura 1. Vías de señalización alteradas en cáncer y los procesos celulares que regulan. 
Esquema que representa los tres principales procesos celulares que se ven alterados en el 
cáncer (supervivencia, diferenciación y mantenimiento del genoma), así como los principales 
genes y vías de señalización implicados. Creada a partir de Vogelstein et al., 2013. 
 
1.2.- Epigenética y cáncer. 
Además de las mutaciones, la alteración de los patrones epigenéticos 
normales es una característica intrínseca del desarrollo tumoral. La hipometilación 
global del ADN fue la primera alteración epigenética identificada en cáncer 
(Feinberg y Vogelstein, 1983). Desde entonces se han ido añadiendo otras 
alteraciones epigenéticas como la hidroximetilación del ADN, modificaciones 
post-traduccionales de las histonas, remodelación del nucleosoma y regulación 
por ARNs no codificantes (ARNncs) (Esteller et al., 2001; Esteller, 2007; Esteller, 2008; 
Kulis y Esteller, 2010; Dawson y Kouzarides, 2012; You y Jones, 2012; Paska y Hudler, 
2015). 
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En mamíferos la metilación del ADN tiene lugar generalmente en la posición 
5’ del anillo de la citosina en los dinucleótidos CpG, aunque se han identificado 
otros sitios “metilables” en células troncales de mamíferos y, recientemente, en 
diversos tejidos (Lister et al., 2009; Schultz et al., 2015). Los dinucleótidos CpG se 
reparten por todo el genoma, aunque suelen agruparse en regiones muy 
concretas del genoma, sobre todo en las llamadas islas CpG no metiladas (CGI) 
que se encuentran en los promotores de más del 60% de los genes en torno al sitio 
de inicio de su transcripción (Illingworth y Bird, 2009). La metilación de las islas CpG 
se asocia con el silenciamiento de genes, mientras que su demetilación causaría 
el efecto contrario. De este modo, la hipometilación podría suponer la activación 
de un oncogén o de secuencias repetidas y transposones (normalmente 
hipermetiladas), y la hipermetilación de las islas CpG podría estar relacionada con 
la inactivación de genes supresores de tumores (Rodriguez-Paredes y Esteller, 2011; 
Paska y Hudler, 2015) (Figura 2 y Figura 3). 
 
 
Figura 2. Patrones de metilación de los promotores en células normales y tumorales. El esquema 
superior muestra la situación de una célula normal donde las islas CpG y sus proximidades 
(orillas de las islas CpG) se encuentran demetiladas permitiendo la transcripción de los genes. 
Además, la metilación dentro de la secuencia génica podría impedir que se realice la 
transcripción en lugares incorrectos. Sin embargo, en una célula tumoral se invierte la situación: 
la transcripción del gen se inactiva ya que sus islas CpG y proximidades se encuentran 
hipermetiladas, y por otro lado las secuencias génicas pasan a un estado hipometilado 
generándose lugares incorrectos de transcripción. TSS: secuencias de inicio de la transcripción. 
Creada a partir de Rodríguez-Paredes y Esteller, 2011. 
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Figura 3. Patrones de metilación de secuencias repetidas y transposones en células normales 
y tumorales. El esquema superior muestra una célula normal en la que la transcripción de 
secuencias repetidas y transposones se encuentra silenciada por su alto grado de metilación, 
protegiendo a su vez a la estabilidad del genoma. Por el contrario, en una célula tumoral las 
secuencias repetidas y transposones pasan a un estado hipometilado que permite su 
transcripción, generando un cuadro de inestabilidad genómica. TSS: secuencias de inicio de 
la transcripción. Creada a partir de Rodríguez-Paredes y Esteller, 2011. 
 
1.3.- Modelos para el desarrollo del cáncer. 
El modelo genético publicado por Peter Nowell (Nowell, 1976) se basaba en 
la aparición de mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores en una 
célula iniciadora que conferirían a esta célula la capacidad de proliferar y 
expandirse más rápidamente que las células normales (Figura 4). El resultado sería 
la generación de una sub-población celular con una ventaja frente a las células 
que no portan la mutación, de modo que según este modelo el desarrollo del 
cáncer seguiría las reglas de la evolución Darwiniana (Feinberg et al., 2006). 
Con el estudio de la implicación de los procesos epigenéticos en el cáncer, 
surgió un nuevo modelo (Figura 5) donde los cambios epigenéticos se consideran 
como un primer evento impulsor en una célula progenitora (Feinberg et al., 2006). 
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Figura 4. Modelo genético del cáncer a partir de un único clon. A partir de mutaciones en 
oncogenes y genes supresores de tumores surgiría una célula que tendría un mayor 
crecimiento. Esta célula originaría una sub-población celular que iría adquiriendo las diferentes 
propiedades tumorales (invasión, resistencia a tratamientos y metástasis) por la adquisición de 
nuevas mutaciones. ONC: oncogén; TSG: gen supresor de tumores. Creada a partir de Feinberg 
et al., 2006. 
 
 
 
Figura 5. Modelo del cáncer a partir de un progenitor epigenético. En este modelo el tumor se 
originaría a partir de tres pasos. El primero sería una alteración epigenética en una célula 
madre o progenitora. El segundo consistiría en la mutación en un oncogén o un gen supresor 
en tumores sólidos, o un reordenamiento cromosómico en leucemias y linfomas. El tercer 
evento consistiría en la generación de una inestabilidad genética y epigenética que permitiría 
la rápida evolución del tumor. TPG: gen progenitor; ONC: oncogén; TSG: gen supresor de 
tumores; GKM: mutación gatekeeper. Creada a partir de Feinberg et al., 2006. 
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En este modelo el tumor se originaría mediante la sucesión de tres pasos. El 
primero sería la alteración epigenética de un gen progenitor en una célula pre-
tumoral que supondría la expansión de un pool de células progenitoras. El segundo 
consistiría en una mutación gatekeeper, típicamente una mutación inactivante de 
un gen supresor (en el caso de tumores sólidos) o un reordenamiento cromosómico 
en un oncogén clave (en el caso de leucemias y linfomas). El tercer evento 
consistiría en la generación de una gran inestabilidad genética y epigenética que 
permitiría la rápida evolución del tumor. 
 
2.- Neoplasias linfoblásticas de células T precursoras.  
Las neoplasias de células T se dividen en dos grandes grupos, por un lado las 
neoplasias linfoblásticas de células T precursoras, que se originan a partir de 
timocitos inmaduros, y por otro lado las neoplasias de células T maduras, que son 
causadas por timocitos maduros tras su desarrollo en el timo (Swerdlow et al. (Eds.), 
2008; de Leval et al., 2009). 
Las neoplasias linfoblásticas de células T precursoras se caracterizan por la 
proliferación descontrolada de linfoblastos conminados al linaje T tras su entrada 
en el timo. Constituyen un tipo de cáncer hematológico muy agresivo que se 
desarrolla principalmente en niños (sobre todo adolescentes varones), aunque 
también puede desarrollarse en adultos. La manifestación más frecuente de esta 
enfermedad afecta principalmente a la médula ósea y la sangre, y en estos casos 
se denomina leucemia linfoblástica aguda de células T (T-ALL). De forma menos 
frecuente, se puede manifestar como una masa tumoral en el timo/mediastino 
anterior o en los nódulos linfáticos, y con menos de un 25% de infiltración blástica 
en la médula ósea, denominándose entonces linfomas linfoblásticos de células T 
(T-LBL) (de Leval et al., 2009; Burkhardt, 2010). La Organización Mundial de la Salud 
(WHO) acordó designar ambos casos como leucemias/linfomas linfoblásticos de 
células T al considerarlas como dos manifestaciones diferentes de una misma 
enfermedad (Swerdlow et al. (Eds.), 2008; de Leval et al., 2009). Pero se han descrito 
numerosas diferencias a nivel genético y molecular que justificarían la 
consideración por separado de ambos subgrupos (T-LBL y T-ALL) (Burkhardt, 2010; 
Basso et al., 2011). 
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Las leucemias/linfomas linfoblásticos de células T están formados por blastos 
de mediano tamaño con núcleos redondeados o irregulares con una alta 
actividad mitótica. El inmunofenotipo de estas enfermedades se corresponde con 
los diferentes estadios de maduración de los timocitos, y generalmente son células 
que expresan la proteína desoxirribonucleotidil transferasa terminal (TdT). Además, 
es frecuente que expresen marcadores como CD34 y CD99, y diferentes 
combinaciones de CD4 y CD8 (de Leval et al., 2009; Burkhardt, 2010) (Figura 6). 
Según la WHO se pueden clasificar en diferentes grupos según el tipo de antígenos 
que expresen o el estadio de diferenciación intratímica de los timocitos tumorales 
en: (1) proT (cCD3+, CD7+, CD2-, CD1a-, CD34+/-), (2) preT (cCD3+, CD7+, CD2+, 
CD1a, CD34+/-), (3) T-cortical (cCD3+, CD7+, CD2+, CD1a+, CD34-) y (4) T-medular 
(cCD3+, CD7+, CD2+, CD1a-, CD34-, sCD3+), (c indica expresión citoplasmática y s 
expresión en superficie o membrana) (Aifantis et al., 2008). 
 
2.1.- Alteraciones genéticas más frecuentes en las neoplasias linfoblásticas 
de células T precursoras. 
Desde hace varios años el trabajo de nuestro equipo se ha centrado en la 
búsqueda y caracterización de genes involucrados en el desarrollo de los linfomas 
linfoblásticos de células T murinos que surgen en ratones deficientes para Trp53 o 
que son inducidos mediante radiación . Muchos de nuestros resultados en ratón 
fueron confirmados después en muestras humanas. Entre nuestras aportaciones 
más recientes cabría destacar: (1) la demostración del silenciamiento epigenético 
de un pool de microARNs que controlan la expresión de oncogenes críticos como 
ABL1, BCR-ABL, c-MYC, E2F y SMO (Bueno et al., 2008; Bueno et al., 2010; Bueno et 
al., 2011; Gonzalez-Gugel et al., 2013); (2) la identificación de alteraciones en dos 
genes expresados en el estroma tímico que juegan un papel importante en la 
supervivencia de los ratones con este tipo de tumores (Santos et al., 2009; Santos 
et al., 2010); (3) la identificación de EPHA7 como un nuevo gen supresor en la 
deleción 6q (Lopez-Nieva et al., 2012); y (4) la implicación de la vía de señalización 
apoptótica Fas/FasL (Villa-Morales et al., 2006; Villa-Morales et al., 2007; Villa-
Morales et al., 2010; Villa-Morales et al., 2014). 
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Figura 6. Diferentes estadios de la hematopoyesis y el desarrollo de las células T. Los 
progenitores linfoides comunes migran al timo y una vez allí pasan a ser las células progenitoras 
tempranas de timocitos, comprometiéndose en el linaje de células T. A continuación 
experimentan diferentes etapas en su proceso de diferenciación desde doble negativas (DN: 
CD4- CD8-) a simple positivas (SP: CD4+ o CD8+), pasando por la expresión en membrana del 
receptor pre-TCR en DN4 y del TCR completo cuando son doble positivas (DP: CD4+ CD8+). 
Cada una de las etapas está regulada por oncogenes claves como NOTCH1, E2A y MYC. HSC: 
células madres hematopoyéticas; MMP: progenitores multipotentes; CLP: progenitores linfoides 
comunes; ETP: progenitor temprano de timocitos. Creada a partir de Aifantis et al., 2008. 
 
Considerando todos los trabajos realizados hasta la fecha sobre neoplasias 
linfoblásticas de células T precursoras, las translocaciones se encuentran entre las 
alteraciones más frecuentes (afectan a aproximadamente un 50% de los casos 
con cariotipo anormal). Generalmente esas translocaciones suponen la sobre-
expresión de factores de transcripción específicos que pasarían a estar 
controlados por las regiones reguladoras del receptor de células T (TCR), pero 
también son frecuentes otras que generan proteínas de fusión con propiedades 
oncogénicas. También son frecuentes otras alteraciones estructurales como las 
deleciones 9p21 que afectan al locus CDKN2A/2B, y en menor medida las 
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duplicaciones. Pero también se han descrito mutaciones activantes en oncogenes 
clave (principalmente NOTCH1, y JAK1) o mutaciones inactivantes en genes 
supresores como FBXW7, WT1, LEF1, ETV6, BCL11B, y varios reguladores epigenéticos 
(Aifantis et al., 2008; de Leval et al., 2009; Van Vlierberghe y Ferrando, 2012; 
Neumann et al., 2015) (Tabla 1). Todas estas alteraciones genéticas, e incluso los 
distintos inmunofenotipos de las células neoplásicas que caracterizan estos 
tumores, son de gran importancia como indicadores de pronóstico y 
supervivencia. De igual modo, algunos marcadores están relacionados con la 
aparición de recaídas (Bonn et al., 2013). 
 
Tabla 1. Alteraciones genéticas que definen los diferentes subtipos moleculares de T-ALL. GPR: 
buena respuesta a la prednisona; ND: no determinado. Creada a partir de Vlierberghe y 
Ferrando, 2012. 
 
Clase de gen Gen implicado Reordenamiento genético Pronóstico Frecuencia
Miembros de TAL1 t(1;14)(p32;q11) Bueno 3%
la familia bHLH t(1;7)(p32;q34) Bueno 3%
Deleción 1p32 Bueno 16%-30%
TAL2 t(7;9)(q34;q32) ND 1%
LYL1 t(7;19)(q34;p13) ND 1%
BHLHB1 t(14;21)(q11.2;q22) ND 1%
Miembros de LMO1 t(11;14)(p15;q11) ND 1%
la familia LMO t(7;11)(q34;p15) ND 1%
LMO2 t(11;14)(p13;q11) ND 6%
t(7;11)(q34;p13) ND 6%
Deleción 11p13 ND 3%
LMO3 t(7;12)(q34;p12) ND <1%
Miembros de TLX1 t(11;14)(p15;q11) Bueno 5%-10%
la familia 30%
Homeobox TLX3 t(11;14)(p15;q11) Pobre 20%
Sin impacto 5%
Bueno 5%
HOXA Inv(7)(p15q34) ND 3%
t(7;7)(p15;q34) ND 3%
HOXA (CALM-AF10) t(10;11)(p13;q14) Pobre 5%-10%
HOXA (MLL-ENL) t(11;19)(q23;p13) ND 1%
HOXA (SET-NUP214) Deleción 9q34 Sin impacto 3%
Inv(14)(q11.2q13) ND
NKX2.1 Inv(14)(q13q32.33) ND 5%
t(7;14)(q34;q13) ND
NKX2.2 t(14;20)(q11;p11) ND 1%
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Continuación Tabla 1. Alteraciones genéticas que definen los diferentes subtipos moleculares 
de T-ALL. GPR: buena respuesta a la prednisona; ND: no determinado. Creada a partir de 
Vlierberghe y Ferrando, 2012. 
 
 
 
 
 
Clase de gen Gen implicado Reordenamiento genético Pronóstico Frecuencia
Proto-oncogenes c-MYB t(6;7)(q23;q34) ND 3%
Vía NOTCH1 NOTCH1 t(7;9)(q34;p13) ND <1%
Mutación activante Bueno >60%
GPR
Sin impacto
FBXW7 Mutación inactivante ND 8%-30%
Fallos en el CDKN2A/2B Deleción 9p21 por metilación Bueno 70%
ciclo celular CCND2 t(7;12)(q34;p13) ND 1%
t(12;14)(p13;q11)
RB1 Deleción 13q14 Sin impacto 4%
CDKN1B Deleción 12p13 ND 2%
Factores de MYC t(8;14)(q24;q11) ND 1%
la t ranscripción y WT1 Mutación/deleción inactivante Sin impacto 10%
 supresores de LEF1 Mutación/deleción inactivante ND 10%-15%
tumores del ETV6 Mutación/deleción inactivante Sin impacto 13%
crecimiento celular BCL11B Mutación/deleción inactivante Sin impacto 10%
RUNX1 Mutación/deleción inactivante Sin impacto 10%-20%
Pobre
GATA3 Mutación/deleción inactivante 5%
Transducción de PTEN Mutación inactivante Sin impacto 10%
señales Deleción 10q23 Pobre 10%
NUP214-ABL1 Amplificación episoma 9q34 Pobre 4%
Sin impacto
EML1-ABL1 t(9;14)(q34;q32) ND <1%
ETV6-ABL1 t(9;12)(q34;p13) ND <1%
BCR-ABL1 t(9;22)(q34;q11) Pobre <1%
NRAS Mutación activante Sin impacto 5%-10%
NF1 Mutación/deleción inactivante Sin impacto 3%
JAK1 Mutación activante Sin impacto 4%-18%
ETV6-JAK2 t(9;12)(p24;p13) ND <1%
JAK3 Mutación activante Sin impacto 5%
FLT3 Mutación activante Sin impacto 2%-4%
IL7R Mutación activante Sin impacto 10%
Remodelación de EZH2 Mutación/deleción inactivante Pobre 10%-15%
la cromatina SUZ12 Mutación/deleción inactivante Sin impacto 10%
EED Mutación/deleción inactivante Sin impacto 10%
PHF6 Mutación/deleción inactivante Sin impacto 20%-40%
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3.- La vía JAK-STAT. 
Como se puede deducir de la tabla anterior, dos de los genes especialmente 
afectados por mutaciones (JAK1 y JAK3) pertenecen a la familia de las quinasas 
Janus, y su activación supone también la activación de la vía de señalización JAK-
STAT, una vía que se inicia a partir de receptores de citoquinas. La unión de las 
citoquinas produce unos cambios conformacionales en el receptor y la 
subsiguiente activación de las proteínas JAKs (asociadas en su región intracelular) 
mediante autofosforilación y/o transfosforilación. Una vez activadas, las proteínas 
JAKs fosforilan al receptor permitiendo la unión de los factores transductores y 
activadores de las señales de transcripción (STATs). Las proteínas STATs unidas al 
receptor son también fosforiladas por las JAKs permitiendo la formación de 
homodímeros o heterodímeros que se translocan al núcleo, donde se unen a 
regiones promotoras de genes clave para activar la expresión de genes implicados 
en proliferación, regulación de la respuesta inmune e inflamación (Figura 7). Se han 
descrito hasta un total de 40 receptores de citoquinas (de tipo I y II), cuatro 
quinasas Janus (JAK1-3 y TYK2) y siete proteínas STAT (STAT1-6) (Shuai y Liu, 2003; 
Murray, 2007; Liongue y Ward, 2013).  
 
3.1.- La familia de las Janus quinasas. 
Como se ha comentado, la familia de quinasas Janus, está formada por 
cuatro miembros: JAK1, JAK2, JAK3 y la tirosina quinasa 2 (TYK2). El gen ancestral 
de esta familia debió surgir antes de la divergencia entre vertebrados e 
invertebrados, ya que se han encontrado en los cordados primitivos (Ciona). Pero 
este tipo de cordados tienen un único gen JAK al igual que Drosophila (Yamaoka 
et al., 2004; Liongue y Ward, 2013). 
En el genoma humano, el gen JAK2 se encuentra en el cromosoma 9 (9p24) 
y está formado por 25 exones que dan lugar a una proteína de 1.132 aminoácidos 
(125 kDa). 
 
 
Introducción 
35 
 
Figura 7. Vía de señalización JAK-STAT. La vía JAK-STAT representa una de las principales vías 
de señalización por la que las células son capaces de transmitir señales desde los receptores 
extracelulares al núcleo. La activación de las proteínas JAKs se produce tras la unión de 
citoquinas a su receptor específico, de modo que, tras una cadena de fosforilaciones las 
proteínas STATs son fosforiladas, forman dímeros que se translocan al núcleo para activar la 
transcripción de sus genes diana, entre los que se encuentran los genes SOCS. Las proteínas 
SOCS, a su vez, actúan como reguladores negativos de la vía junto con otras proteínas (PTPs), 
y además podrían degradar las proteínas JAKs a través de su poliubiquitinación. Creada a 
partir de Shuai y Liu, 2003. 
 
Todos los miembros de la familia JAK poseen una estructura general común 
constituida por siete dominios conocidos como dominios de homología Janus (JH), 
que se numeran del uno al siete desde el extremo carboxilo terminal al amino 
terminal (Figura 8). Los dominios JH5, JH6 y JH7 (extremo amino terminal) forman el 
dominio FERM por el que las proteínas JAK se unen a los receptores de citoquinas. 
El dominio SH2 (JH3 y JH4) interacciona con otras proteínas, pero también podría 
actuar como espaciador y estabilizador del dominio FERM. JH2 es el dominio 
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pseudoquinasa, que posee gran homología con el dominio quinasa (JH1) que sería 
el responsable de la actividad catalítica. Sin embargo, el dominio pseudoquinasa 
ejerce una actividad reguladora negativa sobre el dominio quinasa (Yamaoka et 
al., 2004; Liongue y Ward, 2013). 
Los estudios realizados con ratones deficientes para los cuatro miembros de 
la familia JAK han demostrado que estas proteínas son esenciales aunque tengan 
funciones muy específicas (Yamaoka et al., 2004). La pérdida de JAK2 es la más 
dramática, ya que resulta letal a nivel embrionario debido a un fallo en la 
eritropoyesis a los 12 días del desarrollo (Neubauer et al., 1998; Krempler et al., 2004). 
 
 
Figura 8. Esquema de la estructura general de las proteínas JAKs. Cada proteína JAK está 
formada por la repetición de siete dominios de homología JH1-JH7. En el extremo amino el 
dominio FERM está formado por JH5, JH6 y JH7; el dominio SH2 está formado por JH3 y JH4; el 
dominio no catalítico pseudoquinasa se corresponde con JH2; y el dominio con actividad 
catalítica en el extremo carboxilo terminal se corresponde con JH1. 
 
Una vez ha sido activada la vía, cuando las proteínas STATs han inducido la 
transcripción de sus genes diana, la vía JAK-STAT debe ser apagada para evitar 
una situación perjudicial para la célula, ya que la activación constitutiva de la vía 
podría conferir a las células las propiedades características de una célula tumoral. 
Por ello, la vía JAK-STAT posee múltiples mecanismos encargados de su regulación 
negativa (Shuai y Liu, 2003; Murray, 2007). Algunos de estos mecanismos se basan 
en la reducción del número de receptores expuestos en la superficie celular, en la 
separación de las proteínas JAKs del receptor, o en el transporte de los factores de 
transcripción STATs fuera del núcleo (Murray, 2007). Sin embargo, hay dos procesos 
que juegan un papel clave en la regulación negativa de la vía JAK-STAT (Shuai y 
Liu, 2003; Murray, 2007). Por un lado, la regulación de la fosforilación de las JAKs por 
parte de algunas fosfatasas de tirosinas (PTPs), como SHP1 y SHP2. Ambas proteínas 
poseen dos dominios SH2 en tándem en su extremo amino terminal, que serían los 
encargados de mediar sus interacciones con otras proteínas (He et al., 2014). SHP1 
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se expresa principalmente en células hematopoyéticas, mientras que SHP2 se 
expresa ubicuamente, y no se ha observado que tengan papeles redundantes en 
la regulación de la señalización celular (Shuai y Liu, 2003; Salmond y Alexander, 
2006). SHP1 ejerce su regulación sobre JAK1 y JAK2, mientras que SHP2 parece 
actuar tan sólo sobre JAK1, y hay una cierta discrepancia sobre su posible papel 
en la desfosforilación de las proteínas STATs en el núcleo (Shuai y Liu, 2003; Salmond 
y Alexander, 2006). Por otro lado, está la familia de las proteínas supresoras de la 
señalización por citoquinas (SOCS), que son reguladores negativos inducidos por 
las propias citoquinas. Son genes diana de los factores de transcripción STATs, y 
constituyen un claro ejemplo de regulación por retroalimentación negativa (Shuai 
y Liu, 2003; Murray, 2007; He et al., 2014). La familia SOCS está compuesta por ocho 
miembros: CIS, y SOCS1-7. Todas tienen un dominio SH2 que se encuentra 
flanqueado por un dominio amino terminal variable, y un dominio caja SOCS en el 
extremo carboxilo terminal. Sería a través de su dominio SH2 por el que interactúan 
tanto con las proteínas JAKs como con los receptores de citoquinas a través de sus 
residuos de tirosinas fosforilados (Alexander, 2002; Shuai y Liu, 2003; Inagaki-Ohara 
et al., 2013). 
Los genes SOCS se expresan con niveles muy bajos en condiciones basales, 
pero activan rápidamente su transcripción en condiciones de estimulación por 
citoquinas, en muchos casos de forma dependiente de STATs. Justo entonces 
ejercerían su inhibición sobre la vía JAK-STAT a través de varios mecanismos. SOCS1 
es capaz de unirse directamente por su dominio SH2 a las JAKs fosforiladas 
inhibiendo directamente su acción. SOCS3 necesita unirse al receptor de 
citoquinas activo para poder inhibir a las proteínas JAKs, y CIS es capaz de 
competir con las STATs para unirse al receptor (Alexander, 2002; Shuai y Liu, 2003) 
(Figura 7). 
El dominio caja de SOCS es capaz de interactuar con las elonguinas B y C, 
proteínas que forman parte del complejo de la ubiquitin-ligasa E3. De este modo, 
las proteínas SOCS son capaces de reclutar la maquinaria encargada de degradar 
proteínas de la vía JAK-STAT mediante un proceso de poliubiquitinación 
(Alexander, 2002; Shuai y Liu, 2003; Inagaki-Ohara et al., 2013). 
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4.- La vía no canónica mediada por JAK. 
En 1995 se pudo documentar la presencia de JAK2 en el núcleo de las células 
de los islotes pancreáticos (Sorenson y Stout, 1995), y un año más tarde en las 
células CHO (Chinese Hamster Ovary derivadas de ovario de hámster chino) y en 
hepatocitos de rata. Además, parece ser que no sólo JAK2, sino también JAK1, son 
capaces de pasar al núcleo celular incluso en condiciones de deprivación (Lobie 
et al., 1996). En 2009, el grupo del Dr. Kouzarides (Dawson et al., 2009) volvió a 
demostrar que JAK2 era capaz de ir al núcleo y fosforilar a la tirosina 41 (Y41) de la 
histona H3, desplazando a la proteína HP1. HP1 es una proteína de unión a la 
cromatina que permite el silenciamiento transcripcional, y una de las 
consecuencias del desplazamiento de HP1 es la creación de un cuadro de 
inestabilidad genética y el aumento de expresión de algunos oncogenes como 
LMO2 (Dawson et al., 2009; Shih et al., 2012). Esta nueva función de las proteínas 
JAKs consistiría en una nueva vía no canónica, aunque aún se desconoce el 
mecanismo por el cual JAK1 y JAK2 entran en el núcleo, puesto que no tienen 
señales de localización nuclear (Shih et al., 2012). 
 
5.- Alteraciones de la vía JAK-STAT en tumores hematológicos.  
La vía de señalización JAK-STAT juega un papel esencial en la proliferación, 
supervivencia y diferenciación de los precursores linfoides (Murray, 2007). Por 
consiguiente no es de extrañar que se haya encontrado alterada en muchos tipos 
de neoplasias hematológicas (Vainchenker y Constantinescu, 2013). De hecho, 
muchos autores han descrito mutaciones activantes en T-ALLs que afectan 
principalmente a dos miembros de las quinasas Janus, JAK1 (4-18%) y JAK3 (5%) 
(Flex et al., 2008; Jeong et al., 2008; Asnafi et al., 2010; Zhang et al., 2012). Sin 
embargo, llama poderosamente la atención la escasa importancia que se ha 
otorgado a JAK2 en el desarrollo de las leucemias/linfomas linfoblásticos T (T-ALL y 
T-LBLs), a pesar de que uno de los primeros casos de señalización aberrante de esta 
vía fue descrito en un caso de T-ALL debido a una translocación t(9;12)(p24;p13) 
que resultaba en la activación constitutiva de una oncoproteína de fusión TEL-JAK2 
(Lacronique et al., 1997). El descubrimiento de mutaciones activantes de JAK2 en 
otras neoplasias hematológicas, como las mieloproliferativas (Baxter et al., 2005; 
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Kralovics et al., 2005), ha realzado aún más la importancia de JAK2. Entre las 
mutaciones que afectan a este gen destaca en particular una mutación de 
ganancia de función encontrada en un paciente con policitemia vera, consistente 
en la sustitución de valina por fenilalanina en el dominio pseudoquinasa que 
producía una proteína con actividad constitutiva (James et al., 2005; Levine et al., 
2005; Jamieson et al., 2006). Aparte de las mutaciones de JAK2 encontradas en 
síndromes mieloproliferativos, otros estudios han descrito mutaciones en pacientes 
con leucemias linfoblásticas agudas, generalmente asociadas al síndrome de 
Down (Bercovich et al., 2008; Mullighan, Zhang et al., 2009). 
En cuanto a los reguladores negativos de la vía, cabría destacar que algunos 
supresores de señalización por citoquinas de la familia SOCS se han encontrado 
silenciados en muchos tipos de tumores, incluidas neoplasias linfoblásticas de 
células B, mediante la hipermetilación de sus islas CpG en las regiones promotoras 
(Yoshimura et al., 2007; Inagaki-Ohara et al., 2013; Vainchenker y Constantinescu, 
2013). Pero, como el caso del gen JAK2, el papel de estos reguladores en el 
desarrollo de los T-LBLs no ha sido aún determinado. 
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El objetivo general de esta tesis ha sido determinar la contribución de JAK2 y 
sus inhibidores al desarrollo de los linfomas linfoblásticos de células T precursoras (T-
LBL). Para ello el trabajo se ha desarrollado en tres objetivos específicos: 
 
1. La identificación de mutaciones activantes, cromosómicas y/o 
puntuales o génicas, y el análisis del significado funcional de las 
mismas mediante ensayos in vitro ad hoc. 
 
2. El análisis de la posible expresión aberrante de los principales 
reguladores negativos (SHP1, SOCS1 y SOCS3) afectados en 
otras neoplasias, y de los cambios epigenéticos implicados en 
su inactivación. 
 
3. El estudio de la contribución de las mutaciones de JAK2 al 
desarrollo de este tipo de linfomas a través de la vía no-
canónica. 
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1.- Material de trabajo. 
1.1.- Biopsias humanas. 
Se han analizado 16 linfomas linfoblásticos de células T precursoras (ocho 
procedentes de pacientes adultos y ocho pediátricos), además de cuatro timos 
fetales sin patologías conocidas. Las muestras se obtuvieron a través de diferentes 
biobancos de tumores integrados en la Red Española de Biobancos de Hospitales 
(RetBioH; www.redbiobancos.es) (Tabla Suplementaria 1), previo consentimiento 
informado y conforme a las normas legales de los estudios clínicos en España y a 
las reglamentaciones de los comités de ética de los respectivos hospitales de 
procedencia (Referencia: CEI 31-773): Hospital Universitario 12 de Octubre i+12 
(#226 y #829), Hospital Universitario Ramón y Cajal-IRYCIS (#346), Hospital Virgen 
de la Salud (#188 y #192), Complejo Hospitalario Universitario de Vigo (#521), 
Hospital General Universitario Gregorio Marañón (#038, #080, #135, #154, #460 y 
#685), Hospital La Paz (#238 y #408) y Complejo Hospitalario Universitario de 
Santiago (#516 y #734). Las muestras fueron clasificadas según los criterios 
establecidos por la Organización Mundial de la Salud para las neoplasias linfoides 
y las recomendaciones posteriores (Swerdlow et al. (Eds.), 2008). En algunos casos 
se analizaron marcadores adicionales en nuestro laboratorio para mejorar la sub-
clasificación de los T-LBLs (Tabla Suplementaria 1). 
 
1.2.- Líneas celulares. 
Durante la realización de esta tesis doctoral se han utilizado una serie de 
líneas celulares tanto humanas como de ratón:  
 Las células adherentes HEK-293T (células humanas embrionarias de 
riñón) fueron adquiridas en la Colección Americana de Cultivos Tipo 
(ATCC; Manassas, VA, EE.UU). 
 
 La línea celular 2A, derivada de una línea de fibrosarcoma humano y 
deficiente para la proteína JAK2, fue generosamente cedida por la 
Dra. Ana Costa Pereira (Imperial College London, UK). 
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 La línea BaF3-EpoR, derivada de una leucemia murina proB, fue 
generosamente cedida por el Dr. David M. Weinstock (Dana Farber 
Cancer Institute, EE.UU), y por el Dr. Charles Mullighan (St. Jude 
Research, EE.UU). Esta línea es dependiente de interleuquina 3 (IL3) 
y expresa de manera estable el receptor de eritropoyetina (EpoR) 
de ratón. 
 
 Las líneas celulares humanas Jurkat y Molt-4, derivadas de 
leucemias/linfomas linfoblásticos T, fueron adquiridas de la 
Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ; 
Braunschweig, Alemania). 
 
1.2.1.- Cultivos celulares. 
Las líneas celulares adherentes (HEK-293T y 2A) fueron cultivadas en medio 
DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EE.UU) suplementado con un 
10% de suero fetal bovino (FBS) descomplementado (PAA Laboratories, GE 
Healthcare Life Sciences; Vélizy-Villacoublay, Francia) y 2 mM de L-glutamina 
(Merck KGaA; Darmstadt, Alemania). En el caso de las células 2A, además se 
suplementó el medio con 400 g de Higromicina (G418) (Sigma; San Luis, MO, 
EE.UU).  
Las líneas celulares en suspensión (Jurkat, Molt-4 y BaF3-EpoR) fueron 
cultivadas en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con un 10% de FBS 
descomplementado (PAA Laboratories) y 2 mM de L-glutamina (Merck KGaA). En 
el caso de las células Molt-4, además se suplementó el medio con 1 mM de 
piruvato sódico (Merck KGaA), y en el caso de las células BaF3-EpoR con 10 U/ml 
de Epo (R&D Systems; Minneapolis, MN, EE.UU). 
Todas las líneas celulares se mantuvieron a 37 ºC en una atmósfera húmeda 
y con un contenido del 5% de CO2. 
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1.2.2.- Tratamiento con 5-aza-2’-desoxicitidina (AZA) y Tricostatina A (TSA). 
Las líneas celulares Jurkat y Molt-4 fueron tratadas con una dosis de 5-aza-2’-
desoxicitidina (AZA) (Sigma) de 2.5 M durante 72 horas, con recambio del medio 
y de la droga cada 24 horas. Este agente demetilante posee la capacidad de 
inhibir la actividad catalítica de las ADN metiltransferasas (DNMTs) permitiendo la 
reducción del contenido de metilación del ADN, y por tanto, potenciando la 
expresión de aquellos genes metilados. 
También se trataron ambas líneas celulares con el inhibidor de deacetilasas 
tricostatina A (TSA) (Sigma), compuesto que revierte el estado de represión 
transcripcional mediado por la deacetilación de histonas. Este tratamiento se 
añadió a las células durante 24 horas en una dosis de 1 M. Además, se realizó un 
tratamiento combinado con ambas drogas, de modo que primero se cultivaron 
durante 72 horas en presencia de AZA 2.5 M (recambio del medio y de la droga 
cada 24 horas) y en las últimas 24 horas se añadió al cultivo TSA 1 M. 
 
1.3.- Plásmidos y construcciones. 
El vector pcDNA3 (Invitrogen; Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU) que 
contiene la proteína de fusión TEL-JAK2 fue generosamente cedido por el Dr. Olivier 
Bernard del Institut National de la Santé et de la Recherche Medicale (Francia). 
El ADNc de JAK2 humano se clonó en el vector pGEMR-T Easy (Promega; Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU) mediante una ligación a 4 ºC durante toda la 
noche, utilizando el tampón 2x Rapid Ligation Buffer, de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Previamente, el ADNc fue amplificado con unos 
cebadores específicos y purificado (Tabla Suplementaria 2). Después, la 
construcción pGEMR-T Easy-JAK2 fue digerida con la enzima de restricción NotI 
(Roche Applied Science; Basilea, Suiza) para el subclonaje del ADNc al vector 
pcDNA3 (Invitrogen), y se realizaron las reacciones de transformación utilizando las 
bacterias competentes DH5 alpha. Las recombinantes positivas se seleccionaron 
por digestión con NotI (Roche Applied Science) y secuenciación. 
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La construcción luciferasa pGL4.52 [luc2P/STAT5 RE/Hygro] (Figura 9) que 
contiene cinco copias de elementos de respuesta a STAT5 fue adquirida en la casa 
comercial Promega. El vector pCMV6-XL4-STAT5A que contiene el ADNc completo 
de STAT5A fue adquirido en OriGene (Rockville, MD, EE.UU). 
 
 
Figura 9. Esquema de la construcción pGL4.52 [luc2P/STAT5 RE/Hygro]. La imagen superior 
muestra una parte del vector luciferasa pGL4.52 [luc2P/STAT5 RE/Hygro] empleado para 
estimar la activación de STAT5. De izquierda a derecha aparecen: el gen de resistencia a 
Ampicilina (Amp), una señal Poly A sintética, cinco copias de elementos de respuesta a STAT5, 
un promotor mínimo y el gen reportero luciferasa (luc2P). La imagen inferior muestra como la 
unión de dímeros de STAT5 promueve la transcripción del gen reportero luciferasa. 
 
2.- Análisis de ADN. 
2.1.- Extracción de ADN. 
El ADN de las biopsias humanas fue extraído con el reactivo TripureTM (Roche 
Applied Science) siguiendo las especificaciones del fabricante. En el caso de las 
líneas celulares Jurkat y Molt-4 se empleó el kit QIAampR DNA Blood Mini Kit 
(Qiagen, Valencia, CA, EE.UU) siguiendo las indicaciones del fabricante. La 
concentración de ADN se determinó usando un espectrofotómetro Thermo 
Scientific NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). 
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2.2.- Modificación del ADN con bisulfito sódico. 
El ADN extraído se sometió a modificación con bisulfito sódico (BS). Con este 
tratamiento, las citosinas no metiladas sufren una desaminación oxidativa 
transformándose en uracilo. Para realizar esta conversión se partió de 500 ng del 
ADN genómico de las muestras de T-LBLs humanas, o de las células Jurkat y Molt-4, 
empleando el kit EZ DNA Methylation-GoldTM (Zymo Research; Orange, CA, EE.UU), 
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
 
2.3.- Reacción en Cadena de la Polimerasa Específica de Metilación (MSP). 
Para obtener una información cualitativa del estado de metilación de los 
promotores de los genes SHP1, SOCS1 y SOCS3, se realizó una reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) específica de metilación (MSP) para cada uno de los 
promotores. La MSP es una técnica que permite diferenciar de una forma general 
secuencias metiladas de las no metiladas tras una modificación previa con BS 
(Herman et al., 1996). Dicha técnica se basa en dos reacciones de PCR 
independientes; una llevada a cabo con una pareja de cebadores que hibridan 
únicamente con la secuencia molde metilada (M) y otra con los cebadores para 
la misma secuencia pero en estado demetilado (U). 
Los cebadores (Tabla suplementaria 2) fueron diseñados mediante el 
programa Methyl Primer ExpressR Software v1.0 (Applied Biosystems; Foster City, CA, 
EE.UU). Las PCRs se realizaron en un volumen final de 25 l, con cebadores 
específicos 0.2 mM, tampón 1x, MgCl2 15 mM, dNTP 0.2 M y 1 U de Taq polimerasa 
IMMOLASE DNA (Bioline; Londres, UK) y 1l de ADN modificado con BS. 
Como controles, se utilizaron una muestra de agua (control de 
contaminación), una muestra de ADN metilado in vitro (IVD, control de metilación) 
y una muestra de linfocitos normales (NL, un tipo celular que por lo general no suele 
presentar metilación, control de no metilación). Los productos de PCR se separaron 
por electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio como agente 
intercalante. 
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Para la obtención del control IVD, se trató el ADN procedente de linfocitos 
normales con S-adenosil metionina (SAM) (New England Biolabs; Ipswich, MA, 
EE.UU), tampón NE 10x (New England Biolabs) y enzima SssI Metilasa (New England 
Biolabs) según las condiciones indicadas por el distribuidor. El ADN resultante se 
purificó, se modificó mediante tratamiento con BS y se utilizó como muestra control 
de metilación para las MSPs. 
 
2.4.- Secuenciación Genómica de ADN modificado con bisulfito sódico. 
Tras modificar el ADN con BS, se amplificó la zona de interés mediante una 
PCR utilizando cebadores diseñados mediante el programa Methyl Primer ExpressR 
Software v1.0 (Applied Biosystems). A diferencia de los empleados para la técnica 
de MSP, por lo general, estos cebadores no hibridan con ningún dinucleotido CpG, 
por lo que independientemente del estado de metilación siempre se alcanzará 
amplificación del ADN. Las secuencias génicas amplificadas se separaron en un 
gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio como agente intercalante y las 
bandas correspondientes, según criterio de tamaño, se extrajeron del gel 
mediante el kit comercial illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE 
Healthcare Life Sciences). A continuación, los ADNs purificados se ligaron en el 
vector de clonación pGEMR-T Easy mediante ligasa T4 (Promega) de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante y como ya se indicó anteriormente. Las bacterias 
recombinantes positivas fueron seleccionadas por exploración del color (colonias 
blancas-azules), y los insertos se secuenciaron en un secuenciador ABI377 (Applied 
Biosystems). Finalmente, las secuencias correspondientes de los insertos clonados 
se analizaron mediante el programa BioEdit V7.0.9 (www.mbio.ncsu.edu/bioedit 
/bioedit.html). 
 
2.5.- Pirosecuenciación. 
La confirmación de las mutaciones identificadas en el ADNc del gen JAK2 y 
de los datos de densidad de metilación del promotor de SOCS3 se realizó 
mediante pirosecuenciación. Esta técnica de secuenciación se basa en la 
cuantificación a tiempo real de la señal luminosa generada por la degradación 
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enzimática del pirofosfato liberado durante la incorporación de nucleótidos. 
Concretamente, la amplificación de un fragmento de ADN por unión secuencial 
de nucleótidos tras la hibridación de un cebador específico libera grupos 
pirofosfato. Dichos grupos son utilizados como sustrato por la enzima sulforilasa para 
la generación de ATP, que transforma la señal luciferasa en luz. Por ello, el número 
de nucleótidos incorporados a la secuencia patrón es proporcional a los fotones 
generados y dicha información es interpretada y transformada por un software en 
un picograma, en el cual, la altura del pico es proporcional al número de 
nucleótidos incorporados. Los nucleótidos no incorporados son degradados sin 
generación de luz por la enzima apirasa.  
Previo a la pirosecuenciación, en el caso de los estudios de metilación, las 
muestras fueron modificadas con BS como se indicó en apartados previos. 
Los cebadores específicos utilizados en las reacciones de pirosecuenciación 
(Tabla Suplementaria 2) fueron diseñados con el programa PyroMart Assay Design 
v2.0.01.15 (Qiagen), y las reacciones se llevaron a cabo mediante el sistema 
PyroMark Q24 (Qiagen) con los reactivos correspondientes. Estos análisis fueron 
relaizados por el Dr. Agustin F. Fernández, en el laboratorio del Dr. Mario F. Fraga 
(Hospital Universitario, Universidad de Oviedo). 
 
3.- Análisis de ARNm. 
3.1.- Extracción de ARN. 
El ARN total procedente de cultivos celulares y biopsias humanas fue extraído 
con el reactivo TripureTM (Roche Applied Science). La integridad del ARN extraído 
se comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con formaldehído, 
y su calidad se estimó por el valor de Integridad (RIN) obtenido mediante el sistema 
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, EE.UU) en el servicio de 
genómica del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa (CBMSO) o el Centro 
Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO). La concentración de ARN se 
determinó mediante espectrofotometría en un Thermo Scientific NanoDrop 1000 
(Thermo Fisher Scientific). 
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3.2.- Identificación de la translocación TEL-JAK2. 
Para identificar la translocación TEL-JAK2 se realizó una transcripción inversa 
a partir del ARN de todas las biopsias humanas empleando el kit SuperScriptTM First-
Strand Syntesis System for RT-PCR (Invitrogen). A partir del ADNc de las muestras se 
amplificó un fragmento de 296 pares de bases, que cubre la región de rotura del 
gen de fusión, con unos cebadores específicos (Romana et al., 1995; Lacronique 
et al., 1997) (Tabla Suplementaria 2). Las reacciones de amplificación (PCR) se 
llevaron a cabo con la polimerasa IMMOLASE DNA (Bioline). Los productos de PCR 
se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 3% con bromuro de etidio 
como agente intercalante. 
Como control positivo para la amplificación por PCR se realizó una 
transfección transitoria en células HEK-293T con el vector pcDNA3-TEL-JAK2 
utilizando el reactivo Lipofectamine Reagent (Invitrogen), y 24 horas después se 
extrajo el ARN que se sometió a las mismas condiciones que el ARN de los tumores. 
 
3.3.- Búsqueda de mutaciones del gen JAK2. 
La búsqueda de mutaciones en JAK2 se realizó inicialmente en muestras de 
ADNc generadas mediante transcripción inversa con el kit SuperScriptTM First-Strand 
Syntesis System for RT-PCR (Invitrogen).  
Se amplificó una región específica del gen (hot spot) que comprendía desde 
el exón 12 hasta el exón 16 utilizando el kit FastStart High Fidelity PCR System (Roche 
Applied Science) y una pareja de cebadores específicos (Tabla Suplementaria 2). 
Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con 
bromuro de etidio como agente intercalante, se purificaron utilizando el método 
WizardR SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) y se secuenciaron utilizando 
parejas adicionales de cebadores específicos (Tabla Suplementaria 2) que 
permitían secuenciar la totalidad del fragmento amplificado. Los resultados de 
secuenciación fueron analizados con el programa Chromas Pro 
(technelysium.com.au/) y alineados con BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/bioedit/ 
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bioedit.html) tomando como referencia la secuencia del gen JAK2 de ENSEMBL 
(ENST00000381652) (www.ensembl.org/). 
Los productos de PCR cuya secuencia no pudo ser interpretada 
correctamente, fueron clonados en el vector pGEMR-T Easy (Promega) y 
procesados (como se ha indicado con anterioridad) para obtener 20 clones 
positivos por muestra que se mandaron a secuenciar. 
 
3.4.- RT-PCR cuantitativa a tiempo a real. 
Los niveles de expresión transcripcional de los genes JAK2, LMO2 y SOCS3 se 
determinaron a partir de 500 ng de ARN mediante qRT-PCR utilizando primero el kit 
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche Applied Science), y posteriormente 
se amplificó el ADNc utilizando el kit LightCyclerR DNA FastStart DNA Master SYBR 
Green I (Roche Applied Science). Como control interno y de referencia se 
amplificó el ADNc correspondiente al gen que codifica para la proteína Beta-2 
microglobulina (B2-M). Los cebadores específicos para cada gen se indican en la 
Tabla Suplementaria 2. Todas las reacciones se repitieron tres veces para cada 
muestra, y los niveles de expresión se calcularon mediante la cuantificación 
relativa de los valores umbral de ciclo (Ct) por el método 2 delta-delta Ct, que 
expresa la proporción obtenida de la relación entre los valores Ct de la muestra 
problema y los valores Ct de la muestra control (Livak y Schmittgen, 2001). 
 
4.- Análisis de proteínas. 
4.1.- Extracción de proteínas. 
Los lisados de proteínas procedentes de células o de las biopsias humanas se 
obtuvieron mediante la utilización del tampón de lisis RIPA (100 mM NaCl, 50 mM 
Tris-HCl pH 7.4, 5 mM MgCl2, 0.5% Ácido deoxicólico, 0.1% SDS, y Tritón X-100), 
suplementado con 100 mM PMSF y las cantidades recomendadas de inhibidores 
de fosfatasas e inhibidores de proteasas (Sigma). La concentración proteica de los 
extractos se determinó utilizando el método colorimétrico BCATM Protein Assay 
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(Thermo Fisher Scientific) utilizando diluciones seriadas de la albúmina de suero 
bovino (BSA) (Sigma) como curva de calibración. 
 
4.2.- Western blot. 
Las proteínas previamente purificadas se ajustaron a una concentración de 
10 g y se resuspendieron en tampón de carga (6.5% SDS, 25% glicerol, 2 M 2-
mercaptoetanol, 0.02% azul de bromofenol, 0.25 M Tris-HCl pH 6.8), y se incubaron 
cinco minutos a 100 ºC. Posteriormente, las proteínas fueron separadas en geles de 
poliacrilamida al 8% (porcentaje adecuado para los tamaños de las proteínas a 
analizar) en presencia de SDS (desnaturalizante). Tras la separación de las muestras 
se realizó una transferencia húmeda a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad; 
Hercules, CA, EE.UU) durante dos horas a 300 mA y 4 ºC. Las membranas de 
nitrocelulosa se bloquearon en agitación utilizando una solución de leche al 5% en 
tampón T-TBS (100 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5 y 0.1% Tween-20) durante una hora 
a temperatura ambiente y, a continuación, se incubaron con los anticuerpos 
primarios correspondientes a las proteínas de los genes JAK2 y STAT5 diluidos en T-
TBS durante toda la noche a 4 ºC en agitación. Los anticuerpos para las proteínas 
-Tubulina o -Actina, se utilizaron como control de carga. Seguidamente, y tras 
realizar una serie de lavados, se incubaron las membranas con los 
correspondientes anticuerpos secundarios contra ratón y contra conejo, según 
correspondiera, acoplados a la peroxidasa de rábano (HRP) y ambos de Cell 
Signaling Technology (Danvers, MA, EE.UU). La detección de las proteínas 
marcadas por los anticuerpos se realizó mediante el sistema de 
quimioluminiscencia WesternBright ECL (Advansta; Menlo Park, CA, EE.UU), y su 
visualización mediante el sistema ImageQuant LAS 4000. (GE Healthcare Life 
Sciences). 
Los anticuerpos primarios utilizados para la inmunodetección fueron los 
siguientes:  
 Anticuerpo monoclonal contra JAK2 (D2E12) (Cell Signaling 
Technology), dilución 1:1000. 
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 Anticuerpo monoclonal contra fosfo-JAK2 Tyr1007/1008 (C80C3) (Cell 
Signaling Technology), dilución 1:1000. 
 
 Anticuerpo policlonal contra STAT5 (Cell Signaling Technology), 
dilución 1:5000. 
 
 Anticuerpo monoclonal contra fosfo-STAT5 (pY694) (BD Biosciences; 
San Jose, CA, EE.UU), dilución 1:1000. 
 
 Anticuerpo monoclonal contra -Tubulina (DM1A) (Sigma), dilución 
1:10000. 
 
 Anticuerpo monoclonal contra -Actina (AC-15) (Sigma), dilución 
1:5000. 
 
4.3.- Inmunoprecipitación. 
Para analizar los niveles de fosforilación de SOCS3 (pSOCS3) dado que no 
existe ningún anticuerpo comercial capaz de detectar la forma fosforilada de 
dicha proteína, se realizó la precipitación de la proteína SOCS3 y posteriormente 
la inmunodetección con un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas. Para este 
ensayo se utilizaron las células 2A y BaF3-EpoR. Las células 2A fueron 
transfectadas transitoriamente con las construcciones pcDNA3-JAK2, pcDNA3-
JAK2-H574R y pcDNA3-JAK2-R683G utilizando el reactivo siLentFectTM Lipid Reagent 
(Bio-Rad). En el caso de las células BaF3-EpoR se utilizaron las líneas seleccionadas 
y estables para las construcciones pEZ-Lv201 con JAK2 normal o mutado. 
Los extractos proteicos de las células obtenidos mediante lisis con tampón 
RIPA e inhibidores de proteasas y fosfatasas fueron cuantificados e 
inmunoprecipitados mediante la utilización de bolas magnéticas (DynabeadsR) 
(Thermo Fisher Scientific) con proteína G. Para ello se incubaron los extractos 
proteicos con el anticuerpo policlonal contra SOCS3 (ab3693) (Abcam; 
Cambridge, UK) conjugado con las bolas magnéticas para formar los complejos 
anticuerpo-antígeno siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez realizada 
la separación, se prepararon los extractos inmunoprecipitados para su separación 
en geles de gradiente de poliacrilamida (4-15%) en condiciones no 
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desnaturalizantes. Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se 
incubaron con el anticuerpo primario monoclonal contra tirosinas fosforiladas 
(4G10) (Upstate Biotechnology; Lake Placid, NY, EE.UU), seguido del anticuerpo 
secundario contra ratón TrueBlootR ULTRA (Rockland; Limerick, PA, EE.UU).  
 
4.4.- Inmunofluorescencia. 
El estudio de la distribución sub-celular y expresión de la proteína JAK2 en 
cultivos celulares se realizó mediante inmunofluorescencia (IF) simple indirecta. 
Para ello se emplearon las células 2A, que fueron adheridas a cristales sin tratar, 
pero esterilizados previamente. Una vez adheridas fueron transfectadas 
transitoriamente utilizando el reactivo siLentFectTM Lipid Reagent (Bio-Rad) y la 
construcción pcDNA3-JAK2 (normal o mutado); o bien se co-transfectaron con los 
vectores pcDNA3-JAK2 y el vector pCMV6-XL4-STAT5A.  
La inmunofluorescencia se comenzó 24 horas después de la transfección y 
tras un lavado con tampón fosfato salino con BSA (PBS-BSA) al 0.1%. A 
continuación, se realizó una fijación con paraformaldehído (PFA) al 4% durante 10 
minutos a temperatura ambiente, y tras varios lavados con PBS-BSA 0.1%, se 
permeabilizaron las células con una solución de PBS-triton x100 al 0.1% durante 10 
minutos. Posteriormente, se aplicó una solución de bloqueo de PBS-BSA 3%, y tras 
30 minutos, se incubaron toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo primario 
monoclonal contra JAK2 (D2E12) (Cell Signaling Technology) diluido en PBS-BSA 1%. 
Para su detección se utilizó un anticuerpo secundario conjugado al fluorocromo 
Alexa Flúor 488 diluido en PBS-BSA 1%, incubándolo simultáneamente con la tinción 
nuclear TO-PRO-3, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, para 
el montaje de las muestras se empleó Mowiol. 
Las imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal LSM510 (Zeiss; 
Jena, Alemania) y procesadas utilizando el programa gratuito Fiji-Image J 
(fiji.sc/Fiji). 
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4.5.- Inmunohistoquímica. 
Los niveles de expresión y localización celular de la proteína JAK2 fueron 
detectados mediante inmunohistoquímica (IH) en secciones congeladas de tejido 
fresco de los tumores #238 y #460. Para llevar a cabo la inmunotinción se realizó 
una fijación de las secciones en formol al 10% (Sigma). A continuación, y tras varios 
lavados con PBS-T (PBS con 0.1M Tween-20), se incubaron 30 minutos en peróxido 
de hidrógeno al 3% en PBS-T, para eliminar la peroxidasa endógena. 
Seguidamente, se aplicó la solución Dako Antibody Diluent (Dako; Hamburgo, 
Alemania) durante 30 minutos, con la finalidad de bloquear las posibles uniones 
inespecíficas entre el anticuerpo y el tejido. Para las diluciones de los anticuerpos 
primario y secundario se utilizó la misma solución de bloqueo. Para la detección de 
JAK2 se incubaron las secciones con el anticuerpo monoclonal contra JAK2 
(D2E12) (Cell Signaling Techonology) durante toda la noche a 4 ºC. Como método 
de visualización se empleó un anticuerpo secundario policlonal contra conejo, 
conjugado con HRP (Dako) y se reveló con Liquid DAB+Substrate Chromogen 
System (Dako). A continuación, se realizó una contratinción con hematoxilina de 
Mayer (Sigma), seguida de una deshidratación mediante un gradiente 
ascendente de alcoholes. Finalmente, tras varios pases en xilol (Sigma), se procedió 
al montaje con DPX (Sigma). 
Las imágenes fueron tomadas con un microscopio invertido Axiovert200 
(Zeiss) acoplado a una cámara ccd monocroma y color, y procesadas utilizando 
el programa gratuito Fiji-Image J (fiji.sc/Fiji). 
 
5.- Ensayos funcionales. 
5.1.- Generación de mutantes de JAK2 mediante mutagénesis dirigida. 
Los mutantes pcDNA3-JAK2-E549K, pcDNA3-JAK2-K558R, pcDNA3-JAK2-
H574R, pcDNA3-JAK2-L634P, pcDNA3-JAK2-I682T, y pcDNA3-JAK2-R683G fueron 
generados a partir del plásmido pcDNA3-JAK2 mediante mutagénesis dirigida 
utilizando el kit QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent 
Technologies). Para ello se realizaron amplificaciones por PCR con cebadores 
específicos (Tabla Suplementaria 2) diseñados a través del programa de diseño de 
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oligonucleótidos disponible en la web de Agilent Technologies (www.genomics. 
agilent.com/ primerDesignProgram.jsp).  
Para generar los mutantes pEZ-Lv201-JAK2-H574R y pEZ-Lv201-JAK2-R683G se 
adquirió el vector pEZ-Lv201-JAK2 que contiene el ADNc completo de JAK2 
humano en la casa comercial Genecopoeia (Rockville, MD, EE.UU), además se 
adquirió el vector vacío pEZ-Lv201 como control. Ambos mutantes se generaron 
por reacciones de PCR con el kit de mutagénesis QuikChange II XL Site-Directed 
Mutagenesis (Agilent Technologies) con los cebadores mencionados 
anteriormente. 
 
5.2.- Ensayos luciferasa. 
Para la realización de los ensayos luciferasa se emplearon las células 2A. Las 
células se sembraron en placas de 12 pocillos y al día siguiente se realizaron las co-
transfecciones transitorias con las construcciones pcDNA3-JAK2 (normal o mutado) 
o pcDNA3 vacío, junto con el vector pCMV6-XL4-STAT5A, y el vector pGL4.52 
[luc2P/STAT5 RE/Hygro] utilizando el reactivo siLentFectTM Lipid Reagent (Bio-Rad). 
En todos los casos las células fueron también transfectadas con un vector pRL-TK 
(Renilla Luciferase Control Reporter Vector) (Promega) para normalizar los 
resultados. Transcurridas 24 horas las células fueron lisadas con el tampón de lisis 
PLB (Passive Lysis Buffer) (Promega) y se realizaron las mediciones de la actividad 
luciferasa y Renilla utilizando el sistema Dual-LuciferaseR Reporter Assay System 
(Promega), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los valores de 
luminiscencia se monitorizaron en un luminómetro Sirius para tubos (Berthold; 
Munich, Alemania). La actividad luciferasa se determinó como la razón 
luciferasa/Renilla, y normalizada con respecto a la actividad del vector pcDNA3 
vacío. 
 
5.3.- Ensayos de proliferación y viabilidad. 
Para realizar los ensayos de proliferación se emplearon las células BaF3-EpoR, 
transfectadas de manera estable con las construcciones pEZ-Lv201, pEZ-Lv201-
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JAK2, pEZ-Lv201-JAK2-H574R y pEZ-Lv201-JAK2-R683G. Las células fueron 
transducidas con partículas lentivirales generadas en las células empaquetadoras 
HEK-293T a partir de las diferentes construcciones pEZ-Lv201. Posteriormente, las 
células estables GFP (proteína fluorescente verde) positivas fueron seleccionadas 
mediante sorting (FACSCVantage SE; BD Biosciences) para obtener unas líneas 
estables con niveles equivalentes de expresión. 
Las células seleccionadas y estables para cada una de las construcciones 
fueron lavadas en medio sin Epo (R&D Systems), y se sembraron en ausencia de 
citoquina a una densidad de 1x105 células/ml en placas de 12 pocillos y por 
triplicado. Cada 24 horas y durante cuatro días se realizó el recuento de las células 
viables mediante exclusión por el colorante vital azul tripan con el contador 
automático TC10TM Automated Cell Counter (Bio-Rad). 
 
5.4.- Activación de la vía JAK-STAT en las células BaF3-EpoR estables. 
Se sembraron 1x107 de células BaF3-EpoR seleccionadas y estables para las 
construcciones pEZ-Lv201-JAK2, pEZ-Lv201-JAK2-H574R y pEZ-Lv201-JAK2-R683G en 
medio sin Epo (R&D Systems) por duplicado. Se mantuvieron en cultivo sin Epo (R&D 
Systems) durante 24 horas, y tras este tiempo uno de los duplicados se estimuló con 
1 U/ml de Epo (R&D Systems) durante 20 minutos, después todas las células fueron 
lisadas para la obtención de proteínas con el tampón de lisis RIPA. 
 
6.- Análisis Estadístico. 
Para comprobar que los grupos de datos se ajustaban a la normalidad, se 
empleó el test de Saphiro-Wilk, y para comprobar la homogeneidad de las 
varianzas se utilizó el test de Levene. El test estadístico fue realizado con el 
programa R. Las diferencias significativas en las comparaciones entre datos fueron 
determinadas utilizando una prueba t de student con una corrección por 
Bonferroni para comparaciones múltiples. Este test estadístico se ha llevado a cabo 
utilizando el programa SPSS (SPSS Inc., versión 16; Chicago, IL, EE.UU). 
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1.- Una muestra de T-LBL primario humano presenta una translocación TEL-
JAK2 t(9;12)(p24;p13). 
El análisis de las 16 muestras de T-LBLs humanos (Tabla Suplementaria 1) nos 
permitió identificar un solo caso con una translocación TEL-JAK2 similar a la que se 
había encontrado en algunos casos de T-ALL y en pacientes con leucemia 
mieloide crónica (CML) atípica (Lacronique et al., 1997). Para la identificación de 
la translocación TEL-JAK2 se partió de ARN procedente de los linfomas primarios 
realizándose una retro-transcripción para amplificar el ADNc con una pareja de 
cebadores específicos, uno de ellos correspondiente al dominio de 
oligomerización del gen TEL (que codifica para un factor de transcripción de la 
familia ETS) y el otro al dominio quinasa del gen JAK2 (Tabla Suplementaria 2). Los 
fragmentos amplificados se compararon con un control positivo procedente de 
unas células HEK-293T transfectadas con un vector pcDNA3 que contiene la 
translocación t(9;12)(p24;p13) más frecuente (Figura 10). De las 16 muestras 
analizadas sólo un paciente adulto y con un linfoma linfoblástico ProT (#829) 
presentó la translocación. 
 
Figura 10. Amplificación por PCR de la translocación 
t(9;12)(p24;p13). En la parte de la izquierda se muestran 
los controles negativos (HEK-293T y un timo fetal) y un 
control positivo (HEK-293T transfectadas con la 
translocación TEL-JAK2). En la parte de la derecha 
aparecen seis tumores representativos, de los cuales 
únicamente el tumor #829 dio positivo para la 
amplificación con los cebadores que cubren el punto de 
rotura. 
 
 
A juzgar por el tamaño de la amplificación (que coincide con el obtenido en 
las células HEK-293T transfectadas con la translocación descrita por Lacronique en 
1997), el gen de fusión estaría compuesto por el dominio de oligomerización de TEL 
y el domino quinasa de JAK2 (JH1), careciendo de los dominios FERM, SH2 y 
pseudoquinasa de JAK2, y así evitar el efecto inhibitorio de este último (Figura 11; 
Resultados  
 
66 
véase también la Figura 8 para consultar la estructura completa de la proteína 
JAK2). 
 
 
Figura 11. Esquema de la proteína de fusión originada por la translocación t(9;12)(p24;p13). La 
translocación TEL-JAK2 está formada por el dominio de oligomerización del factor de 
transcripción TEL, en su extremo amino terminal, y por el dominio quinasa de JAK2 en su extremo 
carboxilo terminal. La amplificación mediante PCR se realizó con una pareja de cebadores 
(flechas), donde el cebador sentido amplifica desde la región 3’ del dominio de 
oligomerización de TEL, y el cebador antisentido amplifica a partir de la región 5’ que codifica 
el dominio quinasa de JAK2. 
 
Dado que diferentes estudios coinciden en que esta translocación genera 
una proteína de fusión con actividad quinasa constitutiva, se determinaron los 
niveles de expresión de la proteína STAT5 fosforilada en su residuo tirosina en la 
posición 694 (pSTAT5) mediante Western blot (WB). Además de las proteínas 
procedentes del tumor #829 se analizaron proteínas de otros dos linfomas sin 
translocación ni mutaciones puntuales en JAK2 y una muestra control. Únicamente 
el tumor #829 presentó altos niveles de STAT5 fosforilada, sugiriendo que en dicho 
tumor se está produciendo una activación constitutiva de la vía JAK-STAT (Figura 
12). 
 
Figura 12. Análisis de la activación de la vía JAK-
STAT en T-LBLs. La expresión de STAT5 fue 
determinada mediante WB en un total de tres 
tumores y un control (timo fetal) utilizando el 
anticuerpo que reconoce la tirosina 694 
fosforilada de STAT5 (pSTAT5) y otro anticuerpo 
capaz de detectar STAT5 total. Como control de 
carga se utilizó un anticuerpo contra –Tubulina. 
Únicamente el tumor #829 presentó altos niveles 
de pSTAT5. 
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2.- Seis mutaciones en el gen JAK2 en dos T-LBLs pediátricos sugieren la 
existencia de una heterogeneidad sub-clonal en estos tumores. 
Dada la importancia de las mutaciones del gen JAK2 en síndromes 
mieloproliferativos (Kouroupi et al., 2008; Vainchenker et al., 2008; Vainchenker y 
Constantinescu, 2013) y los escasos antecedentes en leucemias/linfomas 
linfoblásticos de células T precursoras, se realizó un estudio mutacional detallado 
en nuestra serie de T-LBLs utilizando mayor profundidad de análisis que en otros 
trabajos anteriores. La búsqueda de mutaciones se centró en el dominio 
pseudoquinasa de la proteína, que es el que acumula la práctica totalidad de las 
mutaciones que se han descrito hasta la fecha. Para ello, se diseñó una pareja de 
cebadores que cubría desde el exón 12 hasta el 16 del gen JAK2 (Tabla 
Suplementaria 2), se sintetizó el ADNc mediante retro-transcripción, y se amplificó 
el fragmento específico del ARNm de JAK2 mediante PCR convencional. El 
producto de PCR amplificado de cada uno de los linfomas se secuenció utilizando 
otras parejas de cebadores que reconocían zonas intermedias de la secuencia 
amplificada (Tabla Suplementaria 2). Las secuencias resultantes se compararon 
con la secuencia referencia de JAK2 ENST00000381652 (Ensembl: 
http://www.ensembl.org/). Aunque una buena parte de los linfomas presentaron 
cromatogramas muy claros coincidentes con la secuencia de referencia, seis 
tumores presentaron cromatogramas muy complejos que hacían imposible su 
interpretación. Puesto que las muestras de ADNc eran de muy buena calidad, la 
razón más probable sería la existencia de heterogeneidad intratumoral. Por este 
motivo los productos de PCR de estos linfomas se clonaron en el vector pGEMR-T 
Easy, y se secuenciaron un total de 20 clones positivos de cada uno de los linfomas 
con los cebadores indicados anteriormente. Los resultados revelaron que dos 
linfomas pediátricos, #460 y #734, acumulaban ocho cambios de nucleótido 
(SNVs) y que seis de las variantes suponían un cambio de aminoácido (mutaciones 
de cambio de sentido) que podría afectar a la funcionalidad de la proteína JAK2 
(Figura 13 y Tabla 2). 
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Figura 13. Seis mutaciones de cambio de sentido en dos T-LBLs pediátricos. El análisis de los 
cromatogramas de clones individuales reveló la presencia de seis mutaciones de cambio de 
sentido en el ADNc en los linfomas #460 y #734. En la parte superior se indican los exones 
afectados, y en la parte inferior se muestra la localización de las mutaciones en el dominio 
pseudoquinasa de la proteína JAK2. nt: nucleótido; aa: aminoácido; JH: dominios de 
homología Janus. 
 
De acuerdo con la información contenida en el catálogo de mutaciones 
somáticas en cáncer COSMIC (cancer.sanger.ac.uk/cosmic), tres de las seis 
mutaciones de cambio de sentido encontradas en el ADNc de JAK2, E549K, K558R, 
y H574R, no habían sido descritas previamente para este gen; la mutación I682T ha 
sido descrita recientemente en carcinoma de intestino grueso (COSMIC: 
COSM1462578); la mutación L634P también había sido identificada en tumores del 
intestino grueso; y la mutación R683G, había sido descrita en varios trabajos como 
una mutación activante de JAK2 que afecta a pacientes con leucemia 
linfoblástica aguda infantil de células B precursoras, principalmente en casos 
asociados a síndrome de Down (Bercovich et al., 2008; Gaikwad et al., 2009; 
Kearney et al., 2009; Mullighan, Collins-Underwood et al., 2009; Dusa et al., 2010; 
Yoda et al., 2010). Estos resultados sugieren la existencia de heterogeneidad sub-
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clonal en nuestros linfomas #460 y #734, ya que, además de la secuencia normal 
de referencia, cada uno de esos linfomas presenta más de dos transcritos 
diferentes, sin que haya ningún indicio de variaciones en el número de copias 
(CNVs) que afecten al locus JAK2 (datos no mostrados). 
Tabla 2. Tipos y frecuencias de las mutaciones identificadas en el gen JAK2 en dos T-LBLs 
pediátricos. En la parte superior se indican los transcritos hallados en cada uno de los dos 
linfomas. En la parte inferior se indican las frecuencias de cada mutación en ADNc y ADN 
genómico obtenidas con cada uno de los dos procedimientos utilizados (secuenciación de 
clones o pirosecuenciación). Entre paréntesis aparecen las frecuencias corregidas al 
descontar la cantidad estimada de células no-tumorales en cada muestra. ND: no 
determinado. 
 
La existencia de estas mutaciones en el transcriptoma y en el genoma de los 
linfomas #460 y #734 fue corroborada mediante pirosecuenciación a partir de una 
segunda ronda de retro-transcripción o muestras de ADN, respectivamente. Estos 
análisis fueron realizados por el Dr. Agustín F. Fernández en el laboratorio del Dr. 
Mario Fraga (CNB, Hospital Central de Asturias). En este caso los fragmentos a 
secuenciar fueron de menor tamaño y se centraron exclusivamente en regiones 
muy pequeñas que contenían las mutaciones previamente descritas, utilizando 
varias combinaciones de cebadores específicos (Tabla Suplementaria 2). Los 
resultados de la pirosecuenciación confirmaron la realidad de las mutaciones que 
se habían detectado con la secuenciación de los clones de ADNc, aunque las 
frecuencias de cada una de ellas eran relativamente bajas oscilando entre un 
1.26% y un 17.28%. Estas cifras aumentarían ligeramente (1.80%-21.6%) si se 
descuenta el porcentaje de células no-tumorales presente en las muestras (Tabla 
Transcrito 1 Transcrito 2 Transcrito 3 Transcrito 4 Transcrito 5 Transcrito 6
#460 Normal
c.1645G>A                                  
p.E549K
c.1755A>G                                  
p.K585K
c.1901T>C                                  
p.L634P
c.2045T>C                                  
p.I682T
c.2047A>G                                  
p.R683G
Secuenciación 
clones
5%                   
(7.14%)
5%                   
(7.14%)
5%                   
(7.14%)
5%                   
(7.14%)
10%                   
(14.28%)
Pirosecuenciación 
ADNc
ND ND ND
6.03%                   
(8.61%)
1.26%                   
(1.80%)
Pirosecuenciación 
ADN
ND ND
1.81%                   
(2.58%)
0% 0%
#734 Normal
c.1673A>G                                  
p.K558R
c.1721A>G                                  
p.H574R
c.1758A>G                                  
p.A586A
Secuenciación 
clones
5%                   
(6.25%)
5%                   
(6.25%)
5%                   
(6.25%)
Pirosecuenciación 
ADNc
ND
17.28%           
(21.6%)
ND
Pirosecuenciación 
ADN
ND
16.41%              
(20.51%)
ND
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Suplementaria 1). Por problemas con el diseño de los cebadores los análisis de las 
mutaciones E549K y K558R no se pudieron realizar correctamente. Sin embargo, 
hay que destacar que las mutaciones I682T y R683G no se encontraron en el ADN 
genómico, sugiriendo un posible proceso de editado del ARN (Tabla 2).  
 
3.- Análisis funcional “in silico” de las mutaciones. 
Como paso previo a los ensayos funcionales se utilizaron dos herramientas on 
line para predecir el posible efecto perjudicial de las mutaciones de cambio de 
sentido. La primera herramienta, Polyphen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), es 
un algoritmo capaz de predecir los posibles efectos estructurales y funcionales que 
causaría el cambio de un aminoácido. Esta predicción se basa en la propia 
secuencia y la información estructural de la proteína, asignando unos valores de 
estimación comprendidos entre 0.00 y 1.00, de modo que los valores más próximos 
a 0.00 no tendrían un efecto perjudicial y los valores próximos a 1.00 serían los que 
mayor daño causarían a la función proteica. De acuerdo con este algoritmo las 
mutaciones E549K, K558R, L634P y R683G deberían ser perjudiciales o deletéreas 
con unos valores comprendidos entre 0.98 y 1.00. Sin embargo, las mutaciones 
H574R e I682T con unos valores de 0.18 y 0.09, respectivamente, no tendrían efecto 
perjudicial sobre JAK2 (Tabla 3). 
La segunda herramienta utilizada fue SIFT (sift.bii.a-star.edu.sg), cuyo 
algoritmo se basa principalmente en la homología de secuencias a lo largo de la 
escala evolutiva. En este caso también se asignan unos valores entre 0.00 y 1.00, 
pero al contrario que la anterior, 1.00 sería un cambio tolerado y 0.00 una mutación 
no tolerada y perjudicial para la proteína. Según esta herramienta predictiva, las 
mutaciones L634P y R683G serían las dos únicas perjudiciales para JAK2 con unos 
valores de 0.01 y 0.00, respectivamente. El resto serían tolerables con unos valores 
que irían desde 0.06 a 0.77 (Tabla 3). 
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Tabla 3. Predicción del posible efecto funcional de las mutaciones de cambio de sentido 
encontradas en el gen JAK2. En la tabla se indican las predicciones realizadas con las 
herramientas predictivas Polyphen-2 y SIFT. 
 
Dado que ambas estimaciones presentaron importantes discrepancias, y que 
la mutación R683G había sido ya descrita por varios trabajos anteriores como una 
mutación activante de JAK2 (Kearney et al., 2009; Mullighan, Collins-Underwood et 
al., 2009; Dusa et al., 2010), se procedió a realizar los ensayos in vitro con las seis 
mutaciones, tomando a R683G como control positivo. 
 
4.- Ensayos luciferasa en células deficientes para JAK2 demuestran que sólo 
las mutaciones H574R y R683G son capaces de sobre-activar la vía JAK-
STAT. 
Para comprobar si los mutantes de JAK2 eran capaces de activar 
constitutivamente la vía JAK-STAT, se realizaron ensayos luciferasa en las células 2A 
que son incapaces de expresar la proteína JAK2. Para el ensayo las células se co-
transfectaron con un vector de expresión portador de cinco copias de elementos 
de respuesta a STAT5, un vector capaz de expresar STAT5A y un vector que expresa 
el ADNc de JAK2 normal o el de cada uno de los mutantes. De este modo, si alguno 
de los mutantes era capaz de sobre-activar la vía, sería esperable detectar valores 
de luminiscencia mayores que los inducidos por la proteína normal. Los resultados 
demostraron que todos los mutantes tenían una tendencia a aumentar la señal 
luciferasa con respecto a la proteína normal, pero sólo dos de ellos, H574R y R683G, 
fueron capaces de incrementar los valores de forma significativa (Figura 14). 
Predicción Benigna
Probablemente              
dañina
Tolerada
Afecta a la 
función proteica
E549K 0.99 0.06
K558R 0.98 0.42
H574R 0.18 0.77
L634P 1.00 0.01
I682T 0.09 0.16
R683G 1.00 0.00
Polyphen-2 SIFT
Resultados  
 
72 
Nuestros resultados corroboran, por tanto, la capacidad activadora de la 
mutación R683G como se había demostrado en trabajos anteriores (Kearney et al., 
2009; Mullighan, Collins-Underwood et al., 2009; Dusa et al., 2010). 
 
 
Figura 14. Efecto de las mutaciones de JAK2 en la activación de la vía JAK-STAT en las células 
2A mediante ensayo luciferasa. Gráfica que muestra la actividad transcripcional de STAT5 en 
las células 2A transfectadas con JAK2 normal o mutado, o con el vector vacío como control. 
Los datos corresponden a valores normalizados de la actividad luciferasa calculados por la 
relación luciferasa/Renilla. La gráfica muestra los valores medios de tres ensayos 
independientes, cada uno de ellos por triplicado. Las barras de error representan la desviación 
típica, y la significación estadística con respecto a JAK2 normal se indica con asteriscos: 
**p<0.01. 
 
Para comprobar si las diferencias observadas en la señal luciferasa no se 
debían a diferencias en la expresión de JAK2 en las distintas construcciones, se 
determinaron los niveles de expresión de la proteína mediante WB en todas las 
situaciones experimentales descritas. Los resultados obtenidos evidenciaron que 
todas las construcciones expresaban niveles muy semejantes de JAK2 (Figura 15). 
Por tanto, las diferencias encontradas en el ensayo luciferasa se podrían atribuir a 
la naturaleza de las propias mutaciones y no a diferencias cuantitativas en los 
niveles de expresión de JAK2. 
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Figura 15.Niveles de expresión de las construcciones con JAK2 normal o mutante en las células 
2A. Las proteínas extraídas en paralelo a los ensayos luciferasa fueron cuantificadas por WB 
utilizando el anticuerpo que reconoce la proteína JAK2 total. Como control de carga se utilizó 
-Tubulina. 
 
5.- Los ensayos realizados con una línea celular dependiente de citoquina 
demuestran que la mutación R683G es capaz de inducir proliferación 
celular con independencia de citoquina. 
Dado que en los ensayos luciferasa únicamente las mutaciones H574R y 
R683G fueron capaces de potenciar significativamente la activación de la vía, el 
paso siguiente fue comprobar si las proteínas mutantes eran capaces de inducir 
un mayor grado de proliferación celular que la proteína JAK2 normal. Estos ensayos 
se realizaron con la línea celular BaF3-EpoR, una línea celular proB de ratón que 
expresa de manera estable el receptor de eritropoyetina (EpoR) y necesita la 
adición de eritropoyetina (Epo) al medio de cultivo para poder proliferar. Las 
células BaF3-EpoR fueron transducidas con vectores de expresión portadores de la 
secuencia normal de JAK2, las secuencias mutantes (H574R y R683G), o el vector 
vacío como control, hasta generar líneas transfectadas estables. Las células 
transducidas con las correspondientes construcciones fueron seleccionadas 
(sorting) para obtener líneas estables que expresaban niveles similares, o 
equivalentes, de expresión de JAK2. Finalmente, las líneas crecieron durante cuatro 
días en medio sin Epo para realizar las curvas de proliferación. Los resultados 
demostraron que la mutación H574R y la proteína normal presentaban diferencias 
menores en sus perfiles de proliferación en ausencia de Epo, que decaían 
significativamente a partir del segundo día, pero la mutación R683G aumentaba 
significativamente los niveles de proliferación con un incremento constante hasta 
el cuarto día, evidenciando una clara independencia de citoquina (Figura 16A). 
Nuestros resultados corroboran los obtenidos por otros autores en el caso de la 
mutación R683G (Kearney et al., 2009; Mullighan et al., 2009; Dusa et al., 2010). Sin 
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embargo, cuando se consideraron únicamente los porcentajes de células viables 
durante el desarrollo experimental, el porcentaje de células viables con el mutante 
H574R era mayor que el de células viables que expresaban la proteína normal a lo 
largo de todo el proceso. Como era de esperar, el mutante R683G mantenía los 
porcentajes de viabilidad más elevados durante todo el ensayo (Figura 16B). 
 
 
Figura 16. Efecto de las mutaciones en la proliferación y viabilidad de las células BaF3-EpoR en 
ausencia de citoquina. Las líneas BaF3-EpoR estables con las construcciones JAK2 normal, el 
mutante H574R, el mutante R683G, y el vector vacío como control, se pusieron a crecer con 
una densidad de 1x105 células/ml durante cuatro días consecutivos, realizándose recuentos 
de las células viables y el número o porcentaje de células totales cada día. (A) Gráfica que 
muestra los valores de proliferación de cada una de las líneas celulares. (B) Representación 
mediante histograma de barras de los porcentajes de viabilidad de cada una de las líneas 
celulares, con indicación de los niveles de significación de las diferencias encontradas entre 
cada uno de los mutantes con respecto al JAK2 normal. Los resultados obtenidos derivan de 
la realización de tres experimentos independientes, y por triplicado. Las barras de error 
representan la desviación típica; y la significación estadística se indica con un asterisco: 
*p<0.05, **p<0.01. 
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La extracción de proteínas nos permitió determinar los niveles de fosforilación 
de las proteínas JAK2 y STAT5 mediante WB. Los resultados corroboran lo esperado: 
sólo el mutante R683G era capaz de inducir niveles progresivamente más altos de 
JAK2 y STAT5 fosforilados a pesar de estar creciendo en ausencia de Epo (Figura 
17). 
 
 
Figura 17. Análisis de la activación de JAK2 y STAT5 en las células BaF3-EpoR estables creciendo 
en ausencia de citoquina. Se sembraron cuatro puntos de 1x107 millones de cada una de las 
líneas BaF3-EpoR que expresan de manera estable la proteína normal, o los mutantes H574R y 
R683G. Se fueron recogiendo muestras a las 24, 48, 72 y 96 horas de cultivo en ausencia de 
Epo. Las proteínas obtenidas se analizaron mediante WB utilizando los anticuerpos contra las 
proteínas JAK2 y STAT5 fosforiladas y no fosforiladas. Como control de carga se utilizó un 
anticuerpo contra -Actina. En el WB se puede observar que sólo el mutante R683G fue capaz 
de mantener la fosforilación de JAK2 y STAT5 al menos durante cuatro días. 
 
Aunque el mutante H574R no fue capaz de mantener los niveles de 
proliferación en ausencia de citoquina, quisimos comprobar si en condiciones de 
estímulo respondía igual que la proteína normal. Para ello, las células BaF3-EpoR 
transducidas se mantuvieron durante 24 horas en ausencia de Epo, y entonces se 
sometieron a un estímulo con 1 U/ml de Epo durante 20 minutos. Tras el estímulo se 
extrajeron las proteínas y se analizaron los niveles de JAK2 y STAT5 fosforiladas 
mediante WB. Los resultados indicaron que tras el estímulo con Epo las células con 
los mutantes H574R y R683G, presentaban mayor cantidad de pJAK2 que las 
células transducidas con JAK2 normal (Figura 18). Por tanto, aunque el mutante 
H574R no era capaz de mantener la fosforilación de JAK2 en ausencia de estímulo, 
sí que era capaz de fosforilarse hasta alcanzar unos niveles similares a los del 
mutante R683G. 
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Figura 18. Análisis de la activación de JAK2 y STAT5 en las células BaF3-EpoR estables en 
respuesta a un estímulo. Se sembraron (por duplicado) 1x107 millones de células de cada una 
de las líneas BaF3-EpoR que expresan establemente la proteína normal, o los mutantes H574R 
y R683G, y se dejaron durante 24 horas en medio sin Epo. Después se realizó un estímulo a uno 
de los cultivos con 1 U/ml de Epo durante 20 minutos, manteniéndose el otro como control no 
tratado. Posteriormente las proteínas obtenidas fueron analizadas por WB. En el panel de la 
izquierda se muestran las tres líneas recogidas a las 24 horas sin Epo y en el panel de la derecha 
las células que fueron estimuladas con Epo. En ambos casos se incubaron con los anticuerpos 
contra JAK2 y STAT5 fosforilados y no fosforilados, y contra -Actina como control de carga. 
Ambos mutantes, H574R y R683G, presentaron niveles de proteína JAK2 fosforilada más 
elevados que el control. 
 
6.- Alteraciones epigenéticas en los reguladores negativos de la vía JAK-
STAT. 
Otro evento frecuente que puede contribuir a la desregulación de la vía JAK-
STAT es el silenciamiento de alguno de sus reguladores negativos. En el caso del 
gen SHP1, se ha observado que su expresión se encuentra alterada en diferentes 
tipos de tumores (Wu et al., 2003), incluyendo su silenciamiento en leucemias y 
linfomas, además de en líneas celulares de linfomas de células T (Zhang et al., 2000; 
Oka et al., 2002) debido a la hipermetilación de su promotor. Por otro lado, los 
genes de la familia SOCS, son otros miembros de la vía JAK-STAT que actúan como 
reguladores negativos que se han encontrado también alterados en varias 
patologías cancerígenas. Estas alteraciones afectan principalmente a sus niveles 
de expresión, aunque hay algunas mutaciones descritas (Kazi et al., 2014). Los 
genes SOCS1 y SOCS3, al igual que SHP1, también se encuentran silenciados por 
hipermetilación en diferentes tipos de cánceres. En el caso de SOCS1 su promotor 
está hipermetilado en carcinoma hepatocelular, melanoma, leucemia mieloide 
aguda (AML), etc. El promotor de SOCS3 llega a estar hipermetilado hasta en un 
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90% de los tumores de cabeza y cuello (Weber et al., 2005), y en menor frecuencia 
en cáncer de pulmón, de próstata, etc. Por tanto, SOCS1 y SOCS3 también actúan 
como genes supresores de tumores en la vía JAK-STAT (Alexander, 2002; Fourouclas 
et al., 2008; Inagaki-Ohara et al., 2013). Con todos estos antecedentes y debido a 
la falta de datos en T-LBLs, nos pareció interesante comprobar si los promotores de 
alguno de estos genes se encontraba hipermetilado en los T-LBLs. 
 
6.1.- La hipermetilación de SOCS3 podría contribuir a la activación de la vía 
JAK-STAT en los linfomas con JAK2 mutado. 
Para determinar los niveles de metilación de los promotores de los genes SHP1, 
SOCS1 y SOCS3 se realizó inicialmente una PCR específica de metilación (MSP) en 
los dos linfomas que presentaban mutaciones en JAK2 y en el linfoma con la 
translocación TEL-JAK2. Para ello se diseñaron unos cebadores específicos (Tabla 
Suplementaria 2) que permitieran amplificar la isla CpG que engloba el inicio de la 
transcripción en el promotor de cada uno de esos genes (Figura 19). Los resultados 
de la MSP revelaron que no había cambios en el estatus de metilación en los 
promotores de los genes SHP1 y SOCS1 en ninguno de los tres linfomas analizados. 
Sin embargo, el promotor del gen SOCS3 se encontraba significativamente 
hipermetilado en comparación con las dos muestras control procedentes de timos 
fetales (Figura 20). 
La densidad o grado de metilación de la región analizada en el promotor de 
SOCS3, se determinó mediante secuenciación del promotor utilizando otros 
cebadores específicos (Tabla suplementaria 2) que permitían la amplificación de 
un fragmento mayor que contenía la región MSP. Se secuenciaron diez clones de 
cada una de las muestras, y los resultados confirmaron que el promotor de SOCS3 
se encuentra hipermetilado en los tres linfomas con densidades variables, pero 
siempre por encima del umbral establecido (15%) (Kuang et al., 2010). Los valores 
para cada linfoma fueron, #460: 45.2%, #734: 77.2% y #829: 94.8% (Figura 21). 
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Figura 19. Islas CpG con indicación de las secuencias amplificadas para los análisis mediante 
PCR específica de metilación (MSP) en los promotores de los genes SHP1, SOCS1 y SOCS3. En 
el esquema se representan las islas CpG que engloban los sitios de inicio de la transcripción de 
cada uno de los genes y las secuencias amplificadas para el análisis epigenético. Cada 
nucleótido CpG está representado por una línea vertical rosa, las líneas verticales en azul 
representan el inicio de la transcripción, y las líneas verticales en verde indican los sitios de inicio 
de la traducción. 
 
 
 
 
Figura 20. MSP en la región específica de los promotores de SHP1, SOCS1 y SOCS3. Resultados 
de la MSP donde se puede observar que sólo el gen SOCS3 se encuentra metilado en los 
tumores #460, #734 y #829. Como controles se utilizaron dos timos fetales, #407 y #408. Las 
letras U y M en la parte superior indican, no metilado (Unmethylated) y metilado (Methylated), 
respectivamente. Se utilizó el ADN de linfocitos normales (Normal Lymphocytes) como control 
no metilado y un ADN metilado in vitro (In Vitro DNA) como control positivo de la MSP. 
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Figura 21. Perfil de metilación de SOCS3 en los tres T-LBLs que presentan mutaciones en JAK2. 
En la parte superior se muestran las islas CpG que englogan el inicio de transcripción del gen 
SOCS3, y en la parte inferior se muestra la región amplificada por MSP y la posteriormente 
secuenciada, marcando cada dinucleótido CpG con una línea vertical de color rosa. Cada 
cuadrado representa un sitio CpG en cada uno de los clones secuenciados, apareciendo en 
blanco cuando no está metilado, o en negro cuando si lo está. Entre paréntesis se muestran 
los valores obtenidos mediante pirosecuenciación. 
 
6.2.- La hipermetilación de SOCS3 no es una propiedad exclusiva de los 
linfomas con JAK2 mutado. 
Para ver si los resultados obtenidos correspondían exclusivamente a las 
muestras mutadas o eran una característica generalizada de todos los T-LBLs, 
analizamos también los otros linfomas que no tenían el gen JAK2 mutado. Para ello 
se realizó de nuevo un análisis mediante MSP de SHP1, SOCS1 y SOCS3, los 
resultados revelaron que el gen SOCS1 no estaba metilado en ninguna de las 
muestras; que el gen SHP1 estaba claramente metilado en un T-LBL (#685); y que 
el gen SOCS3 estaba hipermetilado en los nuevos linfomas analizados (Figura 22). 
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Figura 22. MSP en la región específica de los promotores de SHP1, SOCS1 y SOCS3 en 10 T-LBLs 
sin mutaciones en JAK2. Resultados de la MSP donde se puede observar que sólo el tumor #685 
tiene el gen SHP1 metilado, y que ocho de los tumores tienen el promotor del gen SOCS3 
metilado, mientras que ninguno de los tumores tiene metilado el promotor de SOCS1. Como 
controles se utilizaron dos timos fetales, #407 y #408. Las letras de la parte superior indican, U 
(no metilado) y M (metilado). El ADN de linfocitos normales (NL) se utilizó como control no 
metilado y un ADN metilado in vitro (IVD) como control positivo de la MSP. 
 
Al igual que en los tres linfomas con mutaciones en el gen JAK2, se evaluó la 
densidad de metilación del promotor de SOCS3 utilizando los mismos cebadores 
que mencionamos anteriormente (Tabla Suplementaria 2). Se secuenciaron diez 
clones en cada uno de los tumores, y los resultados revelaron que siete de los T-LBLs 
analizados presentaban unas densidades de metilación significativas por encima 
del umbral del 15%. Los niveles de metilación fueron validados mediante 
pirosecuenciación (datos entre paréntesis) (Figura 23). Por tanto, se podría pensar 
que la hipermetilación de SOCS3 podría ser un evento temprano en el desarrollo 
de T-LBLs y que no está ligado necesariamente a la aparición de mutaciones en el 
gen JAK2. 
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Figura 23. Perfiles de metilación de SOCS3 en los T-LBLs que no presentan mutaciones en JAK2. 
En la parte superior se muestran las islas CpG que engloban el inicio de la transcripción del gen 
SOCS3, y en la parte inferior se muestra la región amplificada por MSP y posteriormente 
secuenciada, marcando en detalle cada dinucleótido CpG (líneas verticales rosas). Cada 
cuadrado representa un sitio CpG en cada uno de los clones secuenciados, apareciendo en 
blanco cuando la citosina no está metilada, o en negro cuando si lo está. Entre paréntesis se 
muestran los datos obtenidos mediante pirosecuenciación. 
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6.3.- Los tratamientos de las células Jurkat y Molt-4 con drogas demetilantes 
e inhibidores de deacetilasas aumentan significativamente la expresión de 
SOCS3. 
Para comprobar si la hipermetilación del promotor de SOCS3 estaba 
involucrada en la desregulación de su expresión, se seleccionaron dos líneas 
celulares derivadas de leucemias/linfomas linfoblásticos T con altas densidades de 
metilación, y se sometieron al tratamiento con una droga demetilante y un 
inhibidor de deacetilasas. Los análisis de MSP y la secuenciación de sus ADNs 
tratados con bisulfito (utilizando los cebadores indicados en la Tabla Suplementaria 
2) evidenciaron que las células Jurkat y Molt-4 tenían significativamente 
hipermetilado el promotor del gen SOCS3, con unas densidades de metilación muy 
altas (93.7% y 92.3%, respectivamente) y semejantes a las de algunos de nuestros 
linfomas primarios, como el #829 (Figura 24). 
 
 
Figura 24. Perfiles de metilación de SOCS3 en células Jurkat y Molt-4. Representación de los 
resultados de la secuenciación de diez clones de las células Jurkat (parte superior) y diez clones 
de Molt-4 (parte inferior). Cada cuadrado representa un sitio CpG en cada uno de los clones 
secuenciados, apareciendo en blanco cuando la citosina no está metilada, o en negro 
cuando si lo está. 
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A continuación, para comprobar si la demetilación del promotor de SOCS3 
estaba involucrada en la desregulación de su expresión se trataron las líneas 
celulares con 5-aza-2’-deoxicitidina (AZA). También se utilizó un inhibidor de 
deacetilasas, la tricostatina A (TSA), y la combinación de ambas drogas. Los 
tratamientos revelaron que estas drogas eran capaces de producir la 
demetilación del promotor de SOCS3 (tras análisis con MSP), y de elevar los niveles 
de expresión transcripcional de SOCS3 estimados mediante RT-PCR cuantitativa a 
tiempo real (qRT-PCR) (Figura 25). Los datos demostraron que en las células Jurkat 
los tres tratamientos aumentaban los niveles de ARNm de SOCS3, siendo las 
diferencias significativas cuando se utilizaba AZA o la combinación de AZA y TSA 
(Figura 25A). En el caso de las células Molt-4 todos los tratamientos incrementaron 
significativamente la expresión transcripcional de SOCS3, sin embargo, las subidas 
más elevadas se produjeron al tratarlas con TSA y AZA más TSA (Figura 25B). 
 
 
Figura 25. Tratamientos de las células Jurkat y Molt-4 con 5-aza-2’-deoxicitidina (AZA) y 
tricostatina A (TSA). Las células Jurkat (A) y Molt-4 (B) fueron tratadas con AZA, TSA o con una 
combinación de ambos para analizar los cambios de metilación del promotor del gen SOCS3 
por MSP (parte superior). La letra U se refiere a no metilado y la letra M a metilado. La parte 
inferior muestra las gráficas que indican los niveles de ARNm de SOCS3 por RT-PCR cuantitativa 
a tiempo real (qRT-PCR). Los datos de expresión se normalizaron con el gen que codifica para 
la proteína Beta-2 microglobulina (B2-M) y en ambas líneas se compararon con la situación 
control sin tratar. Las gráficas muestran la media de tres experimentos independientes, cada 
uno de ellos por triplicado. Las barras de error representan la desviación típica; y la significación 
estadística se indica con un asterisco: *p<0.05 y **p<0.01. 
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7.- Las mutaciones activantes de JAK2 no son capaces de incrementar los 
niveles de pSOCS3 endógenos de las células BaF3-EpoR y 2A. 
La regulación negativa que ejerce el gen SOCS3 sobre la vía JAK-STAT se ve 
reducida principalmente por mecanismos epigenéticos relacionados con la 
hipermetilación de su promotor. Sin embargo, SOCS3 puede ser fosforilado en dos 
de sus residuos tirosina (204 y 221) por las proteínas JAKs, y esta fosforilación 
reduciría la vida media de SOCS3 al activar su degradación por el proteasoma 
(Haan et al., 2003). De hecho, en muestras de pacientes con síndromes 
mieloproliferativos se ha relacionado el aumento en los niveles de pSOCS3 con la 
presencia de mutaciones activantes en JAK2 o con la translocación PCM1-JAK2 
(Hookham et al., 2007; Elliott et al., 2009). Para comprobar si las mutaciones H574R 
y R683G son capaces de aumentar los niveles de pSOCS3, determinamos los niveles 
de pSOCS3 endógeno en dos experimentos diferentes utilizando células BaF3-EpoR 
(que expresan de manera estable ambas mutaciones y JAK2 normal) y células 2A 
(deficientes para JAK2, transfectadas transitoriamente con JAK2 normal o 
mutante) mediante inmunoprecipitación siguiendo los protocolos descritos por 
Elliot et al., 2009. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en los 
niveles de SOCS3 fosforilado que pudieran atribuirse a la presencia de las 
mutaciones activantes (Figura 26). 
 
Figura 26. Análisis de pSOCS3 en las células 
BaF3-EpoR y 2A transfectadas con JAK2 
normal y los mutantes H574R y R683G. Los 
niveles de fosforilación de SOCS3 
endógeno fueron analizados en las líneas 
celulares BaF3-EpoR que expresan 
establemente las construcciones de JAK2 
normal o los mutantes (izquierda), y en las 
células 2A transfectadas transitoriamente 
(derecha). El lisado completo se incubó 
con los anticuerpos contra JAK2 y SOCS3, 
y como control de carga se utilizó el 
anticuerpo contra -Actina. Otra fracción 
del lisado se utilizó para la inmuno-
precipitación de SOCS3 y la posterior 
incubación con un anticuerpo contra 
tirosinas fosforiladas (pY). En ambas líneas 
celulares no se encontraron diferencias 
significativas en los niveles de pSOCS3 
entre la proteína normal y los mutantes. 
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8.- Activación del gen LMO2 por JAK2 a través de una vía no-canónica. 
Como ya se mencionó previamente, el grupo del Dr. Kouzarides demostró 
que JAK2 era capaz de entrar en el núcleo de varios tipos de células 
hematopoyéticas e inducir la expresión del gen LMO2 a través de la fosforilación 
de la histona 3 en su tirosina 41 (H3Y41) (Dawson et al., 2009). Ya que el gen LMO2 
es un oncogén clave en la aparición y desarrollo de algunos casos de 
leucemias/linfomas linfoblásticos de células T (Ferrando et al., 2002; Ferrando et al., 
2004; McCormack et al., 2010; Treanor et al., 2011; Matthews et al., 2013) quisimos 
comprobar si nuestros mutantes eran también capaces de inducir la expresión de 
LMO2 y si lo hacían en mayor medida que el gen JAK2 normal. 
 
8.1.- Todas las mutaciones de JAK2 son capaces de aumentar 
significativamente los niveles de expresión transcripcional de LMO2. 
Para evaluar el efecto de las mutaciones de JAK2 sobre los niveles de 
expresión de LMO2 se analizaron células γ2A transfectadas con cantidades 
equivalentes de las construcciones con JAK2 normal o con las secuencias 
mutantes. Los niveles de ARNm del gen LMO2 fueron estimados por qRT-PCR 24 
horas después de cada transfección. Los resultados revelaron que todas las 
proteínas mutantes eran capaces de inducir aumentos significativos en los niveles 
de expresión del gen LMO2 en comparación con la proteína normal (Figura 27). 
Para descartar si las diferencias observadas se podían explicar por diferencias en 
los niveles de expresión de JAK2 en las diferentes transfecciones, se realizó un 
análisis por WB. Los resultados revelaron que todas las construcciones expresaban 
JAK2 en niveles muy semejantes (Figura 28). 
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Figura 27. Expresión transcripcional mediante qRT-PCR del gen LMO2 en células 2A 
transfectadas transitoriamente. Gráfica que muestra los niveles de ARNm de LMO2 en las 
células 2A transfectadas con el ADNc normal o mutado de JAK2. Los datos se obtuvieron por 
qRT-PCR y los niveles de expresión de LMO2 se normalizaron con respecto al gen B2-M. Cada 
valor representa la media de tres ensayos independientes, cada uno de ellos por triplicado. 
Las barras de error muestran la desviación típica, y la significación estadística se indica con 
asteriscos: *p<0.05, **p<0.01. 
 
 
Figura 28. Niveles de expresión de JAK2 en células 2A tansfectadas con las diferentes 
construcciones. Resultados del WB utilizando el anticuerpo contra JAK2 total. Como control de 
carga se utilizó el anticuerpo contra -Tubulina. 
 
8.2.- Relación entre la presencia de JAK2 en el núcleo y su capacidad para 
inducir la expresión de LMO2. 
Puesto que según algunos trabajos anteriores el aumento de expresión de 
LMO2 inducido por JAK2 tendría que suponer la entrada de JAK2 en el núcleo 
(Dawson et al., 2009), decidimos comprobar si esta hipótesis era cierta. Para ello 
realizamos de nuevo las transfecciones de las células γ2A manteniendo las mismas 
condiciones, pero en este caso se utilizaron para analizar la distribución sub-celular 
de JAK2 mediante inmunofluorescencia. La tinción nuclear con TO-PRO-3 permitió 
determinar si la localización de JAK2 en las células era exclusivamente citosólica o 
también nuclear. El análisis de las imágenes tomadas mediante microscopia 
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confocal reveló que todos los mutantes tenían un porcentaje mayor de células con 
JAK2 nuclear, y que las diferencias eran significativas en el caso de los mutantes 
H574R, L634P, I682T y R683G (Figura 29 y Figura 30). Estos datos sugieren que el 
aumento de los niveles de expresión transcripcional de LMO2 en las células 2A 
transfectadas con los mutantes podría estar relacionado con una mayor presencia 
en el núcleo de las proteínas JAK2 mutadas. Sin embargo, en el caso de los 
mutantes E549K y K558R, a pesar de incrementar significativamente la expresión de 
LMO2, su localización nuclear no era significativamente mayor a la de JAK2 normal, 
lo que sugiere la existencia de otros factores implicados. 
 
8.3.- La co-transfección de STAT5A y JAK2 reduce considerablemente la 
capacidad de los mutantes para inducir la expresión del gen LMO2. 
Puesto que las células γ2A además de no expresar la proteína JAK2 también 
son deficientes en STAT5, nos preguntamos si la transfección conjunta de ambos 
genes, y por consiguiente la presencia de ambas proteínas, tendría algún efecto 
en la inducción de la expresión transcripcional de LMO2. Este planteamiento 
podría ser especialmente relevante ya que la proteína STAT5, como factor de 
transcripción bona fide, a diferencia de JAK2, sí que tiene señal de localización 
nuclear. Para comprobar esta hipótesis, se co-transfectaron células γ2A con las 
construcciones de JAK2 normal o mutante junto con el vector que contiene el 
ADNc de STAT5A. Pasadas las 24 horas se extrajo el ARN para determinar mediante 
qRT-PCR los niveles de expresión transcripcional de LMO2. Los resultados revelaron 
que la mayoría de los mutantes ya no eran capaces de inducir subidas de 
expresión de LMO2 significativas con respecto a la proteína normal. Únicamente el 
mutante H574R mantenía una subida significativa con respecto a JAK2 normal. 
Sorprendentemente, el mutante R683G inducía ahora unos niveles de expresión de 
LMO2 algo menores que los de la proteína JAK2 no mutada (Figura 31). 
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Figura 29. Localización sub-celular de JAK2 por inmunofluorescencia en las células 2A 
transfectadas transitoriamente. Imágenes representativas de microscopia confocal de las 
células 2A transfectadas con JAK2 (normal o mutantes). La proteína JAK2 se observa en color 
verde y los núcleos teñidos con TO-PRO-3 en color azul. 
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Figura 30. Estimación del número de células 2A transfectadas transitoriamente con JAK2 en el 
núcleo. Histograma de barras que muestra el porcentaje de células con JAK2 citosólico o JAK2 
nuclear y citosólico en cada una de las transfecciones. Se contaron 300 células de diferentes 
imágenes obtenidas mediante microscopia confocal y elegidas aleatoriamente para cada 
una de las condiciones y ensayo. Los valores representados son la media de tres ensayos 
independientes y las barras de error indican la desviación típica; la significación de las 
diferencias se indica con asteriscos: *p<0.05, **p<0.01. 
 
 
Figura 31. Expresión transcripcional del gen LMO2 en las células 2A transfectadas transitoria y 
simultáneamente con JAK2 y STAT5A. El histograma de barras muestra los niveles de expresión 
del gen LMO2 en las células 2A co-transfectadas con el ADNc de JAK2 (normal o mutado) y 
el ADNc de STAT5A. Los datos se obtuvieron mediante qRT-PCR y los niveles de LMO2 se 
normalizaron con respecto a los del gen B2-M. Cada valor representa la media de tres ensayos 
independientes, cada uno de ellos por triplicado. Las barras de error muestran la desviación 
típica, y la significación estadística se indica con asteriscos: **p<0.01. 
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El siguiente paso fue comprobar qué sucedía con la localización sub-celular 
de JAK2 en las co-transfecciones transitorias con los ADNcs de STAT5A y JAK2. 
Curiosamente la adición de STAT5A a las células γ2A supuso que todas las proteínas 
mutantes, e incluso la proteína JAK2 normal, se localizaran preferentemente en el 
citosol, y el porcentaje de células con señal nuclear y citosólica descendía 
significativamente. El descenso más acusado correspondió al mutante R683G, que 
pasó a tener niveles más bajos de representación nuclear que los de la proteína 
normal (Figura 32 y Figura 33). 
 
8.4.- Existe una correlación entre los niveles de expresión de JAK2 y LMO2 
en los tres T-LBLs primarios con mutaciones en JAK2. 
Dado que las mutaciones halladas en JAK2 son capaces de inducir la 
expresión transcripcional de LMO2 en las células γ2A, quisimos comprobar si los tres 
linfomas primarios afectados por las mutaciones o por la translocación 
presentaban también niveles alterados de la expresión de JAK2 y LMO2. Para ello 
se analizaron los niveles de ARNm de ambos genes en las muestras de T-LBLs 
mediante qRT-PCR. Los resultados revelaron que los tres tumores analizados 
presentaban un aumento significativo de la expresión de JAK2 y LMO2 (Figura 34), 
existiendo además una buena correlación entre los niveles de expresión de ambos 
genes. De este modo, el tumor #734 que es el que muestra los niveles más bajos de 
JAK2, también es el que menos expresa LMO2. Por el contrario, el tumor #829 es el 
tumor que tiene los niveles de expresión más elevados en ambos genes. 
A continuación estudiamos la distribución sub-celular de JAK2 en los tumores 
primarios mediante análisis inmunohistoquímico. Estos análisis se realizaron en los 
dos únicos tumores (#460 y #238) de los que teníamos secciones congeladas de 
tejido fresco. Afortunadamente uno de ellos, el tumor #460 era portador de 
mutaciones en JAK2 y el #238 no presenta ninguna mutación en este gen. Los 
resultados del análisis inmunohistoquímico revelaron que el 8.9% de las células del 
tumor #460 tienen JAK2 en el núcleo frente al 3.1% de las del tumor #238 (Figura 
35). 
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Figura 32. Localización sub-celular de JAK2 en las células 2A cotransfectadas transitoriamente 
con JAK2 y STAT5A. Imágenes representativas de microscopia confocal que muestran la 
distribución sub-celular de las proteínas JAK2 (normal o mutante) en las células 2A co-
transfectadas con JAK2 y el ADNc de STAT5A. La proteína JAK2 se observa en color verde y los 
núcleos teñidos con TO-PRO-3 en color azul. 
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Figura 33. Distribución sub-celular de JAK2 en las células 2A co-transfectadas transitoriamente 
con JAK2 y STAT5A. El histograma de barras muestra el porcentaje de células con JAK2 
citosólico o JAK2 nuclear y citosólico en cada una de las transfecciones. Se contaron 300 
células de diferentes imágenes obtenidas mediante microscopía confocal, tomadas 
aleatoriamente en cada una de las condiciones y ensayos. Los valores representados son la 
media de tres ensayos independientes y las barras de error indican la desviación típica; la 
significación de las diferencias se indica con asterisco: *p<0.05. 
 
 
 
 
Figura 34. Expresión transcripcional de los genes JAK2 y LMO2 en los T-LBLs con mutaciones en 
JAK2. Los niveles de ARNm de JAK2 y LMO2 se cuantificaron por qRT-PCR y los resultados de 
expresión de ambos genes se normalizaron con el gen que codifica para B2-M. En la gráfica 
se muestra la media de tres valores y las barras de error la desviación típica; la significación 
estadística se indica con asteriscos: **p<0.01. 
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Figura 35. Localización sub-celular de JAK2 en los tumores #238 y #460. (A) Imágenes 
representativas del análisis inmunohistoquímico en los dos tumores primarios. Las flechas 
indican células con presencia de JAK2 en el núcleo. La barra indica 50 m (B) Representación 
en histograma de barras de los porcentajes de células con JAK2 nuclear y citosólico. 
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1.- Las mutaciones en el gen JAK2 son un evento significativo en el desarrollo 
de los T-LBLs. 
El descubrimiento de las mutaciones y translocaciones activantes de JAK2 ha 
supuesto una contribución muy relevante para el diagnóstico y tratamiento de 
muchos tipos de cánceres. De hecho, se han identificado ya más de treinta 
mutaciones en el dominio JH2 en diversos tipos de neoplasias hematológicas 
(Decker y Müller; Ho et al., 1999). Sin embargo, la implicación de este gen en los T-
LBLs se reduce a la identificación de una translocación TEL-JAK2 que generaba 
una onco-proteína de fusión (Lacronique et al., 1997). Esta alteración consistía en 
una translocación t(9;12)(p24;p13) que supone la activación constitutiva de la vía 
JAK-STAT. Este tipo de translocaciones TEL-JAK2 se han encontrado después en 
pacientes con T-ALL, en casos de leucemia linfoblástica aguda de células B (B-
ALL), y en leucemia mieloide crónica atípica (aCML) (Peeters et al., 1997). El 
descubrimiento de la mutación V617F en pacientes con policitemia vera (Baxter et 
al., 2005; James et al., 2005), supuso el comienzo en la identificación de muchas 
otras mutaciones puntuales del gen JAK2 en las neoplasias hematológicas. Por 
tanto, el objetivo central de esta tesis fue realizar un análisis, más detallado y con 
mayor profundidad de lo que se había hecho hasta el momento, de las posibles 
alteraciones en la secuencia o en los niveles de expresión de JAK2 en los linfomas 
linfoblásticos de células T (T-LBLs), en el contexto de una medicina individualizada 
de precisión, para valorar en su justa medida la contribución de este gen al 
desarrollo de este tipo de linfomas.  
Dado que se trata de una enfermedad rara se han podido analizar sólo 16 
muestras de T-LBLs, aunque representativas de linfomas pediátricos y adultos, y de 
diferentes subtipos de la enfermedad. Nuestros resultados evidenciaron que uno 
de los tumores (#829) procedente de un paciente adulto con T-LBL proT inmaduro 
tenía una translocación TEL-JAK2, que contenía el domino de oligomerización de 
TEL y el dominio quinasa de JAK2 (JH1) (Figura 10). Esta translocación supone la 
activación constitutiva de la proteína y, por tanto, de la vía JAK-STAT como se 
evidencia por los altos niveles de proteína STAT5 fosforilada (pSTAT5) (Figura 12). 
Curiosamente, la biopsia del paciente #829 expresa una combinación de 
marcadores característicos de células T y de células mieloides (CD3+, CD1a+ y 
MPO+; Tabla Suplementaria 1) (Schwaller et al., 1998), que coincide con el hecho 
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de que los transplantes de medula ósea en ratón con células que sobre-expresan 
la proteína de fusión TEL-JAK2 producen la proliferación combinada de células 
mieloides y células T (Schwaller et al., 1998). 
Además de la translocación, nuestros análisis permitieron demostrar la 
existencia de seis mutaciones de cambio de sentido (missense) en el gen JAK2 en 
dos tumores pediátricos (#460 y #734). En concordancia con otros estudios (Lee et 
al., 2009; Ma et al., 2009; Mullighan, Zhang et al., 2009; Tefferi, 2010), todas estas 
mutaciones se acumularon en el dominio pseudoquinasa de JAK2 (Figura 13) que 
actúa como regulador negativo del dominio quinasa (Saharinen et al., 2000; 
Saharinen y Silvennoinen, 2002; Lee, 2013). De las seis mutaciones, tres no habían 
sido descritas previamente en este gen y una, R683G, había sido descrita con 
anterioridad en otros trabajos como una mutación activante de JAK2, afectando 
principalmente, a pacientes con leucemia linfoblástica aguda infantil de células B 
precursoras, asociada a Síndrome de Down. Esta mutación es capaz de inducir la 
proliferación celular de una línea proB de ratón con independencia de citoquina, 
ya que produce la activación constitutiva de la vía JAK-STAT sin necesidad de 
ligando (Bercovich et al., 2008; Gaikwad et al., 2009; Kearney et al., 2009; Mullighan, 
Collins-Underwood et al., 2009; Dusa et al., 2010; Yoda et al., 2010), y nos sirvió de 
referencia en nuestros análisis funcionales. 
Curiosamente las mutaciones que presentaron nuestros linfomas se 
localizaron en los exones 13, 15 y 16 y no en los exones 12 o 14, donde han sido 
descritas en la gran mayoría de pacientes afectados por síndromes 
mieloproliferativos. De hecho, la mutación V617F que se encuentra en el exón 14 
(James et al., 2005; Kralovics et al., 2005) afecta a más del 90% de enfermos de 
policitemia vera (PV) y al 50-60% de casos con trombocitemia esencial (ET) y 
mielofibrosis primaria (PMF) (Levine et al., 2005; Jones y Cross, 2013; Lee, 2013). Otros 
pacientes con síndromes mieloproliferativos presentan mutaciones en el exón 12 
de JAK2 (Scott et al., 2007; Pietra et al., 2008; Schnittger et al., 2009). 
Cabe destacar que: (1) las seis mutaciones se encontraron repartidas en dos 
tumores, #460 y #734 (Tabla 2); (2) que ambos presentaron tres o más mutaciones 
distintas (todas con propiedades patogénicas) sugiriendo la existencia de 
heterogeneidad sub-clonal; y (3) que cada una de ellas se presenta con una 
frecuencia relativamente baja dentro de cada tumor (oscilando entre 1.80% y 
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21.6% de los transcritos según los datos de pirosecuencición, o entre el 6.25% y el 
14.28% según la secuenciación de clones). En cualquier caso, se podría estimar 
que el 39.17% de los transcritos en las células tumorales en el linfoma #460 y el 
27.75% de las células tumorales en el #734 podrían tener al menos una mutación 
activante en JAK2 (ver Tabla 2). Se podría decir, por tanto, que en los T-LBLs con 
mutaciones en JAK2, habría un porcentaje significativo de células tumorales con 
una cierta “adicción” a la activación de la vía JAK-STAT a través de JAK2 (bien por 
la vía canónica o mediante la inducción de LMO2) pero no a ninguna mutación 
en concreto. Por otro lado, la proporción relativamente reducida de los transcritos 
mutantes podría explicar el hecho de que no se hayan descrito hasta la fecha 
mutaciones de JAK2 en este tipo de patologías (Flex et al., 2008; Jeong et al., 2008; 
Asnafi et al., 2010; Zhang et al., 2012). 
Por último, cabe señalar que los datos de pirosecuenciación (Tabla 2) 
revelaron que las mutaciones I682T y R683G del tumor #460 no se encontraban en 
el ADN genómico, pero sí en el transcriptoma sugiriendo la existencia de procesos 
de editado del ARN. Este mecanismo de edición del ARN consiste en el cambio de 
la secuencia de ARNm provocado por la desaminación de bases específicas de 
nucleótidos. La gran mayoría de los cambios producidos a través del editado del 
ARN consisten en un cambio de adenosina (A) a inosina. Esa inosina es entonces 
leída como guanosina (G), generándose el cambio de A→G. En mamíferos, este 
tipo de cambios son catalizados por miembros de la familia de enzimas adenosin-
desaminasas ADAR, que está compuesta por tres miembros: ADAR1, ADAR2 y 
ADAR3. Tanto ADAR1 como ADAR2 se expresan en muchos tejidos, sin embargo la 
expresión de ADAR3 se limita al cerebro y además se considera que es una 
proteína inactiva (Smith et al., 1997; Peng et al., 2012; Slotkin y Nishikura, 2013; 
Tomaselli et al., 2014). El gen que codifica para ADAR2 se encuentra sobre-
expresado en enfermedades principalmente de tipo neurológico (Slotkin y 
Nishikura, 2013; Tomaselli et al., 2014), destacando su implicación en el desarrollo 
de astrocitomas a través del editado del ARNm del gen de la fosfatasa CDC14B 
(Galeano et al., 2013). Además, se ha demostrado que otro miembro de la familia 
multigénica, ADAR1, es el responsable del editado del transcrito del gen AZIN1 en 
carcinoma hepatocelular, de modo que el editado por ADAR1 produce una 
mayor proliferación celular en estos tumores (Chen et al., 2013). 
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Otro tipo de editado del ARN, que se da con una frecuencia bastante menor, 
es el cambio de citidina a uridina (C→U), donde la uridina se lee como timidina. En 
este caso las enzimas responsables suelen pertenecer a la familia AID/APOBEC, 
que se compone por 11 miembros en humanos (Wedekind et al., 2003; Rebhandl 
et al., 2015). En el caso del ARNm del gen de la Apolipoproteina B (ApoB) se sabe 
que la proteína responsable de su editado es APOBEC-1 (Smith et al., 1997; 
Wedekind et al., 2003).  
La información disponible por nuestro equipo indica que algunos de los genes 
pertenecientes a la familia AID/APOBEC (APOBEC-3C, APOBEC-3D y APOBEC-3G) 
están sobre-expresados en el linfoma #460 (datos no mostrados). De hecho, las 
enzimas APOBEC-3 son de gran importancia en la defensa innata del sistema 
inmune, ya que son responsables de la inhibición de retrovirus a través de la 
desaminación de las citosinas en el ADNc retroviral recién sintetizado (Harris y 
Liddament, 2004) y, en el caso del gen APOBEC-3B, existen pruebas de su sobre-
expresión en tumores primarios de mama y en líneas celulares derivadas de cáncer 
de mama (Burns et al., 2013; Rebhandl et al., 2015). 
Con respecto a la trascendencia de los mecanismos de editado del ARN en 
cáncer, sería interesante reseñar que en un exhaustivo trabajo, donde se 
compararon los datos de secuenciación del ARN completo con los del ADN 
genómico, se describieron un total de 22.688 cambios en el ARN, la mayoría en 
regiones no codificantes, pero un porcentaje considerable en secuencias 
codificantes (Peng et al., 2012). Además, más del 90% de esos cambios eran del 
tipo A→G, como el que se produce en nuestra mutación R683G. En el caso de la 
mutación I682T se produce un cambio T→C, en una secuencia TCA, y se sabe que 
las proteínas APOBEC-3 actúan preferencialmente en motivos TCW (donde W 
puede ser A o T). Por tanto, ambas mutaciones podrían haberse producido por la 
desregulación de alguna de estas proteínas responsables del editado del ARN. Sin 
embargo, la confirmación experimental de este hecho requeriría análisis más 
profundos que no se han contemplado en esta tesis. 
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2.- Dos de las mutaciones identificadas, R683G y H574R, son capaces de 
activar constitutivamente la vía JAK-STAT y de permitir la proliferación de 
células BaF3-EpoR en ausencia de citoquina. 
Los ensayos luciferasa realizados para comprobar el posible efecto de los 
mutantes sobre la activación de la vía JAK-STAT en las células 2A (Figura 14) 
revelaron que sólo dos de las mutaciones, R683G y H574R, fueron capaces de 
activar constitutivamente la vía. Nuestros resultados confirmaron que el mutante 
R683G es una mutación activante de JAK2 como ya habían sugerido trabajos 
anteriores (Bercovich et al., 2008; Mullighan, Collins-Underwood et al., 2009; Dusa et 
al., 2010; Yoda et al., 2010). De hecho el mutante R683G fue el que indujo los valores 
más elevados de actividad luciferasa.  
Para profundizar algo más en el efecto funcional de estas dos mutaciones 
quisimos comprobar si eran capaces también de inducir la proliferación de las 
células BaF3-EpoR en ausencia de citoquina. En este ensayo la mutación R683G se 
tomó como un control positivo (Figura 16A) (Bercovich et al., 2008; Mullighan, 
Collins-Underwood et al., 2009; Dusa et al., 2010; Yoda et al., 2010). Curiosamente, 
aunque las células BaF3-EpoR portadoras de la mutación H574R no fueron capaces 
de proliferar en la misma medida que las R683G, el perfil de proliferación en 
ausencia de Epo estaba claramente por encima del de las células con JAK2 
normal. Además, los datos de viabilidad celular (Figura 16B) demostraron que las 
células con H574R mantenían unos porcentajes de viabilidad superiores a los de las 
células con JAK2 normal durante todo el ensayo. Las diferencias observadas en los 
niveles de proteína JAK2 fosforilada en respuesta a un estímulo con Epo tras la 
deprivación (Figura 18) indican que el mutante H574R presenta una 
hipersensibilidad al estímulo con Epo similar a la de la mutación R683G. Por tanto, 
se podría decir que en el tumor #460 la mutación R683G estaría produciendo la 
activación constitutiva de la vía JAK-STAT, incluso en ausencia de citoquinas en el 
microambiente tumoral. Y, en el caso del tumor #734, las células tumorales con la 
mutación H574R tendrían una ventaja proliferativa con respecto a aquellas que 
portaran el gen normal, sobre todo en un microambiente con citoquinas. 
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3.- La metilación del promotor del gen SOCS3 es un evento frecuente en los 
T-LBLs y podría actuar potenciando los efectos de las mutaciones 
activantes. 
La vía JAK-STAT es una de las principales vías de señalización celular y, como 
tal, tiene múltiples elementos o sistemas de regulación que actúan a diferentes 
niveles. Dentro de los elementos reguladores negativos se encuentra la familia de 
proteínas supresoras de la señalización por citoquinas (SOCS). La activación 
transcripcional de los genes SOCS se produce por las propias STATs, en lo que sería 
un claro ejemplo de retroalimentación negativa (Alexander, 2002; Shuai y Liu, 2003; 
Inagaki-Ohara et al., 2013). Otros reguladores negativos son las fosfatasas 
encargadas de regular la fosforilación de las quinasas JAKs, como la fosfatasa SHP1 
y SHP2 (Shuai y Liu, 2003; Salmond y Alexander, 2006). 
A diferencia de lo que sucede en los genes JAKs, donde el principal 
mecanismo que provoca su desregulación son las alteraciones genéticas, 
principalmente mutaciones y translocaciones (Jatiani et al., 2010), los reguladores 
negativos como, SOCS1, SOCS3 y SHP1 se ven afectados por mecanismos de 
silenciamiento epigenético a través de la hipermetilación de sus promotores. Varios 
trabajos han relacionado la hipermetilación de los promotores de SOCS1, SOCS3 y 
SHP1 con el desarrollo de tumores. SHP1 se ha encontrado silenciado 
epigenéticamente en linfomas y leucemias (Zhang et al., 2000; Oka et al., 2002; Wu 
et al., 2003); el promotor de SOCS1 se ha encontrado hipermetilado en células de 
leucemia mieloide aguda (AML) (Ekmekci et al., 2004), y por último el promotor de 
SOCS3 está hipermetilado en un 90% de los tumores de cabeza y cuello (Weber et 
al., 2005).  
Nuestro primer análisis se centró en estudiar el estado global de metilación de 
los promotores de SHP1, SOCS1 y SOCS3 mediante MSP en las muestras de los tres 
pacientes portadores de mutaciones activantes en JAK2 (#460, #734 y #829) 
(Figura 20). Curiosamente, los tres tumores mostraron el mismo perfil: ninguno tenía 
los promotores de SHP1 y SOCS1 metilados, mientras que todos tenían 
hipermetilado el promotor del gen SOCS3. La densidad de metilación de la región 
del promotor de SOCS3 metilada, se estimó mediante la secuenciación de ADN 
modificado con bisulfito. Los resultados confirmaron que el promotor de SOCS3 se 
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encontraba significativamente hipermetilado con respecto a los timos fetales 
utilizados como control (Figura 21), siendo el tumor #460 el que dio los valores de 
densidad más bajos, aunque claramente superiores al punto de corte crítico 
estimado en un 15% (Kuang et al., 2010). La hipermetilación del promotor de SOCS3 
se extendía, no obstante, a muchos de los linfomas con JAK2 normal (Figura 23). Es 
decir, la inmensa mayoría de los linfomas analizados, con independencia de que 
fuesen o no portadores de mutaciones en JAK2, tendrían anulado el control 
negativo que ejerce normalmente la presencia de las cantidades apropiadas de 
proteína SOCS3. Las consecuencias funcionales de la hipermetilación de SOCS3 se 
comprobaron en dos líneas celulares derivadas de leucemias/linfomas 
linfoblásticos de células T, Jurkat y Molt-4 (Figura 25). 
 
4.- Todas las mutaciones de cambio de sentido halladas en el gen JAK2 son 
capaces de activar la expresión del oncogén LMO2 a través de una vía no 
canónica. 
El descubrimiento de que JAK2 era capaz de entrar en el núcleo de las células 
de los islotes pancreáticos en el año 1995 (Sorenson y Stout, 1995) pasó 
relativamente desapercibido, hasta que en el año 2009 el grupo del Dr. Kouzarides 
fue capaz de atribuirle una función específica a la presencia de JAK2 en el núcleo. 
En el núcleo, JAK2 era capaz de fosforilar a la histona 3 en su tirosina 41 (H3Y41) y 
esto producía el desplazamiento de la proteína represora de heterocromatina 
HP1 de su unión a la cromatina (Dawson et al., 2009), causando así la activación 
de la expresión de varios genes que se encontraban reprimidos, entre los que se 
encontraba el oncogén LMO2. En este trabajo se demostró que el mutante de 
JAK2 V617F era capaz de entrar en el núcleo de algunas células hematopoyéticas 
(Dawson et al., 2009) sin embargo, en otro trabajo posterior se demostró que el 
mutante V617F se encontraba en el núcleo con mayor frecuencia que la proteína 
normal en las células K562 transfectadas (Rinaldi et al., 2010). Además, se 
comprobó que en las células con la mutación V617F procedentes de la médula 
ósea de pacientes con síndromes mieloproliferativos la proteína mutante de JAK2 
se acumulaba en el núcleo, especialmente en la fracción de células CD34+. 
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La proteína LMO2 (LIM domain only 2) pertenece a una familia de proteínas 
compuesta por cuatro miembros que actúan regulando eventos transcripcionales 
a través de la formación de complejos de transcripción con múltiples proteínas que 
participan en procesos de diferenciación (Bach, 2000), pero también se conoce 
su implicación en procesos de oncogénesis (Rabbitts, 1998). El gen LMO2 se 
expresa ampliamente en tejidos embrionarios y adultos, pero donde mejor se 
conoce su papel es en la regulación de la hematopoyesis. De hecho, los ratones 
deficientes para LMO2 mueren al noveno o décimo día del desarrollo embrionario 
por un fallo en la eritropoyesis del saco vitelino (Nam y Rabbitts, 2006; Matthews et 
al., 2013). La activación del oncogén LMO2 puede suceder por translocaciones 
que afectan a aproximadamente el 9% de los casos de T-ALLs infantiles (Rabbitts, 
1998; Nam y Rabbitts, 2006; Matthews et al., 2013). También se ha demostrado que 
el gen LMO2 se sobre-expresa en casos de enfermos con inmunodeficiencia severa 
combinada ligada al cromosoma X (SCID-X1), como consecuencia de los 
tratamientos mediante terapia génica (Hacein-Bey-Abina et al., 2003; Hacein-Bey-
Abina et al., 2008; Howe et al., 2008). Por otro lado, la sobre-expresión de LMO2 en 
ratones transgénicos acaba produciendo, tras un largo período de latencia, la 
aparición de T-ALL en los ratones (Matthews et al., 2013) que acumulaban timocitos 
doble negativos 3 (DN3) con una elevada tasa de auto-renovación. 
Dado que en nuestro trabajo hemos hallado nuevas mutaciones del gen 
JAK2, quisimos comprobar si alguna de las nuevas mutaciones eran capaces de 
afectar a la distribución sub-celular de JAK2 y a los niveles de expresión 
transcripcional del gen LMO2. Los análisis realizados en las células 2A, 
transfectadas con la proteína normal o los mutantes, revelaron que todas las 
proteínas mutantes aumentaban de manera significativa los niveles de ARNm del 
gen LMO2 en comparación con la proteína normal (Figura 27). A continuación, 
comprobamos si existía una relación entre el aumento de las proteínas mutantes 
en el núcleo de las células 2A y la subida de expresión de LMO2. Los análisis 
mediante inmunofluorescencia de la proteína JAK2 revelaron que todos los 
mutantes tenían mayor proporción de células con JAK2 nuclear, y esas diferencias 
fueron significativas en el caso de cuatro de los seis mutantes (H574R, L634P, I682T 
y R683G) (Figura 29 y Figura 30).  
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Dado que las células 2A son también deficientes en STAT5 y que JAK2 no 
tiene señales propias de localización nuclear, el siguiente paso fue averiguar qué 
efecto podría tener la transfección conjunta de JAK2 y STAT5A en los niveles de 
expresión transcripcional del gen LMO2. Los resultados revelaron que la adición de 
STAT5A hacía que los mutantes ya no fuesen capaces de inducir una subida 
significativa en los niveles de ARNm de LMO2 con respecto a la proteína normal 
(Figura 31). Este efecto fue menos acusado en el caso del mutante H574R que aún 
seguía teniendo unos valores de expresión transcripcional de LMO2 
signicativamente superiores a los de la proteína normal. Curiosamente el mutante 
R683G, que se había mostrado como el más eficaz activando la vía canónica JAK-
STAT, mostró unos valores de expresión de LMO2 incluso menores que los de la 
proteína JAK2 normal.  
La distribución sub-celular de la proteína JAK2 en las células 2A co-
transfectadas con JAK2 y STAT5A fue determinada también mediante 
inmunofluorescencia. Las imágenes evidenciaron que en todas las transfecciones 
(incluida la de la proteína normal) el porcentaje de células con JAK2 nuclear 
descendía considerablemente, pasando a tener una localización citosólica 
preferentemente (Figura 32 y Figura 33). El mutante R683G fue el que experimentó 
la mayor bajada, pasando de un 55% de células con la proteína mutante en el 
núcleo en los ensayos sin transfectar STAT5A, a un 18% en los ensayos donde se co-
transfectaron JAK2 y STAT5A, de modo que los valores fueron incluso 
significativamente inferiores con respecto a la proteína normal. 
Aunque todavía se desconoce el mecanismo exacto por el que la proteína 
JAK2 es capaz de desplazarse al núcleo (ya que, como se ha dicho, carece de 
una señal de localización nuclear propia) nuestros datos sugieren que podría existir 
algún tipo de competencia entre la vía canónica y la no canónica inducidas por 
JAK2. De este modo, se podría especular que si la vía canónica se encontrara 
activada, la cantidad de proteína JAK2 disponible para ir al núcleo se vería 
reducida considerablemente. Sin embargo, no tenemos datos suficientes para 
confirmar esta hipótesis, y sería necesario realizar estudios adicionales que no se 
han contemplado en esta tesis.  
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5.- La contribución del gen JAK2 al desarrollo de los linfomas linfoblásticos 
de células T. 
Hasta el momento ningún estudio había demostrado la implicación del gen 
JAK2 en el desarrollo de los linfomas linfoblásticos de células T, más allá del caso 
de una translocación TEL-JAK2 similar a la que hemos detectado en nuestro trabajo 
(Lacronique et al., 1997). Sin embargo, sí hay estudios donde se demuestra su papel 
en leucemias linfoblásticas agudas de células T, bien por translocaciones 
(Lacronique et al., 1997) o por mutaciones principalmente en T-ALLs asociadas a 
síndrome de Down (Bercovich et al., 2008). En esta tesis se demuestra la 
participación del gen JAK2 en un número significativo de biopsias de T-LBLs, 
actuando a través de la vía canónica de señalización JAK-STAT, y/o a través de 
una vía no canónica mediante la inducción del oncogén LMO2. Además, uno de 
sus reguladores negativos, SOCS3, se encuentra silenciado mediante la metilación 
de su promotor en la gran mayoría de los linfomas.  
En la figura siguiente se resumen las alteraciones de diferentes miembros de 
la vía y sus consecuencias funcionales (Figura 36). Teniendo en cuenta estos datos, 
el tratamiento con inhibidores de JAK2 (como el Ruxolitinib) en combinación con 
otras drogas demetilantes de ADN e inhibidores de deacetilasas de histonas, sería 
una terapia coadyuvante de elección en el tratamiento de una fracción 
significativa de T-LBLs. 
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Figura 36. Papel de JAK2 en el desarrollo de los linfomas linfoblásticos de células T. 
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1.- La vía JAK-STAT juega un papel importante en la proliferación, 
supervivencia y diferenciación de células progenitoras linfoides. Sin embargo, se 
sabe muy poco de la contribución de JAK2 al desarrollo de los linfomas 
linfoblásticos de células T (T-LBL). El análisis mutacional de este gen en una muestra 
de 16 T-LBLs, pediátricos o adultos, reveló que uno de los linfomas (#829) 
procedente de un paciente adulto con linfoma linfoblástico inmaduro presenta 
una translocación activante TEL-JAK2. Además, otros dos linfomas (#460 y #734) 
procedentes de dos pacientes pediátricos acumulan seis mutaciones de cambio 
de sentido (missense) en los exones 13, 15 y 16 de JAK2 que afectan a su dominio 
pseudoquinasa. 
2.- Aunque la frecuencia de cada uno de los transcritos mutantes es 
relativamente baja, el número total de transcritos mutados en los linfomas #460 y 
#734 alcanza cifras significativas. La baja frecuencia de los transcritos mutantes 
individuales podría explicar el hecho de que no se hayan descrito hasta la fecha 
mutaciones de JAK2 en este tipo de patologías al utilizarse técnicas 
convencionales de secuenciación con menor profundidad de análisis que las 
aplicadas en este estudio.  
3.- La presencia de más de tres transcritos diferentes en los linfomas #460 y 
#734 sugiere que ambas muestras podrían tener heterogeneidad sub-clonal. 
4.- Los datos combinados de la secuenciación de clones y la 
pirosecuenciación sobre ADN genómico y ADNc revelaron que las mutaciones 
I682T y R683G del tumor #460 sólo se encuentran en el transcriptoma sugiriendo un 
posible mecanismo de editado del ARN.  
5.- Los análisis funcionales mediante ensayos luciferasa y de proliferación 
celular demostraron que las mutaciones H574R y R683G son capaces de activar 
constitutivamente la vía JAK-STAT en la línea celular 2A (deficiente para JAK2), 
permitiendo además, la proliferación de la línea celular BaF3-EpoR en ausencia de 
citoquina (R683G) o confiriendo hipersensibilidad al estímulo con citoquina (H574R). 
6.- Los análisis de metilación de los promotores de los genes reguladores 
negativos SHP1, SOCS1 y SOCS3 demostraron que sólo el promotor de SOCS3 se 
encuentra hipermetilado en la mayor parte de los linfomas con independencia del 
estado mutacional de JAK2.  
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7.- Los tratamientos con el agente demetilante 5-aza-2’-deoxicitidina (AZA) 
y/o con el inhibidor de deacetilasas tricostatina A (TSA) en las células Jurkat y Molt-
4, que tienen altos niveles de metilación de SOCS3, fueron capaces de reducir la 
metilación del promotor de este gen e incrementar sus niveles de expresión 
transcripcional mediante qRT-PCR. 
8.- Las seis mutaciones de cambio de sentido fueron capaces de inducir la 
expresión del oncogén LMO2 en las células 2A deficientes en JAK2 y STAT5. Sin 
embargo, la activación de la transcripción de LMO2 a través de la vía no canónica 
de JAK2 se vio considerablemente reducida en presencia de STAT5A.  
9.- Los T-LBLs primarios con mutaciones en JAK2 o con la translocación TEL-
JAK2 sobre-expresan simultáneamente los genes JAK2 y LMO2, y este efecto 
parece claramente co-relacionado con la mayor presencia de JAK2 en el núcleo 
de las células tumorales. 
10.- Los datos obtenidos en esta tesis sugieren la conveniencia del uso 
combinado de inhibidores de JAK2 y drogas epigenéticas como agentes 
coadyuvantes en los protocolos actuales en una fracción significativa de este tipo 
de linfomas.  
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Tabla Suplementaria 1. Linfomas primarios, T-LBLs. 
Código de 
muestra
Sexo Edad
Células 
tumorales
Tdt PAX5 CD3 CD4 CD8 CD2 CD1a CD34 CD117 MPO Caracterización
#038 Masculino Pediátrico T-LBL (subtipo desconocido)
#080 Femenino Pediátrico + + + - + - - Medular/T-LBL maduro
#154 Femenino Pediátrico >80% - + - - - - T-LBL inmaduro
#226 Masculino Pediátrico 80% + - + + débil + débil Cortical / T-LBL común
#460 Masculino Pediátrico 70% + - + + + + - Medular / T-LBL maduro
#516 Masculino Pediátrico 70% + - + - T-LBL (subtipo desconocido)
#521 Masculino Pediátrico 90% + - + + + + + - - - Cortical / T-LBL común
#734 Femenino Pediátrico 80% + - + + - Medular / T-LBL maduro
#135 Masculino Adulto 100% + + + + + - - - Medular / T-LBL maduro
#188 Masculino Adulto T-LBL (subtipo desconocido)
#192 Masculino Adulto 90% + - + + débil + + + débil - + - Cortical / T-LBL común
#238 Femenino Adulto >80% + - + - - - - - Pre-T / T-LBL inmaduro
#346 Masculino Adulto 95% + - + + + + débil - - - Cortical / T-LBL común
#408 Femenino Adulto >80% + - + + + - - - Cortical / T-LBL común
#685 Masculino Adulto 80% + - + + + Cortical / T-LBL común
#829 Femenino Adulto + + + + T-LBL inmaduro
Anexo I 
 
128 
Tabla Suplementaria 2. Cebadores utilizados en este trabajo. 
 
Secuencia (5' → 3') Tamaño Referencia
Amplificación del ADNc de JAK2
se AAGACTCTGCATGGGAATG
as TCTCAGAATGAAGGTCATT
se GCGGCATGATTTTGTGCA
as CCACTGAGCAAAGAGGTA
se TTGATGTCAGTATTAAGCAAGC
as GCTAAGTTCAATTTCCAG
se ATAATTTTCCAGTTTACT
as TATTGTCTGAGCGAACAG
se GGCATGGGCCATGCATTT
as CAACTGTTTAGCAACTTC
Búsqueda translocación
se CGTGGATTTCAAACAGTCCA
as CCTTGCCAAGTTGCTGTAGA
Análisis mutacional
se AGTACAACCTCAGTGGGAC
as ACTGCAGATTTCCCACAA
se GCAGCAAGTATGATGAGC
as CAAACTCCTGAACCAGAA
Metilación SHP1
se GGGTTGTGGTGAGAAATTAATTAG
as CCTCAAATACAACTCCCAATACC
se GGATCGTTTGGGTTCGTATGC
as ACAAAAAAAAACGCGACCGACC
se GGATTGTTTGGGTTTGTATGTGT
as AACAAAAAAAAACACAACCAACCC
se GTGAAGTATTATTTGGGTTTGG
as ACCACTCCACTAACCTAAAACA
Metilación SOCS1
se TTCGCGTGTATTTTTAGGTCGGTC
as CGACACAACTCCTACAACGACCG
se TTATGAGTATTTGTGTGTATTTTTAGGTTGGTT
as CACTAACAACACAACTCCTACAACAACCA
Metilación SOCS3
se GTAGTGCGTAAGTTGTAGGAGAGC
as GTAAAAAAATAACGCTAATCCGAA
se TAGTGTGTAAGTTGTAGGAGAGTGG
as CTAAACATAAAAAAATAACACTAATCCAAA
se GGGATGAGTYGTTTTTTGG
as AAAAACTACCCCCCTCACACTA
hsa-SOCS3 hMSP U Weber et al. , 2005
hsa-SOCS3 hBS U
hsa-SOCS1 hMSP M Yoshikawa et  al. , 2001
hsa-SOCS1 hMSP U Yoshikawa et  al. , 2001
hsa-SOCS3 hMSP M Weber et al. , 2005
hsa-SHP1 hMSP M
hsa-SHP1 hMSP U
hsa-SHP1 hBS
Soto et al. , 2010
Soto et al. , 2010
Soto et al. , 2010
sec JAK2 11_17
3432 pb.
pareja 3 sec ADNc JAK2
296 pb.
863 pb
hsa-SHP1 1st
ADNc JAK2
pareja 1 sec ADNc JAK2
pareja 2 sec ADNc JAK2
pareja 4 sec ADNc JAK2
TEL-JAK2
JAK2 11_17
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Continuación Tabla Suplementaria 2. Cebadores utilizados en este trabajo. 
 
Secuencia (5' → 3') Tamaño Referencia
Mutagénesis dirigida
se caaaatcagaaatgaagatttgatatttaataaaagccttggccaaggc
as gccttggccaaggcttttattaaatatcaaatcttcatttctgattttg
se ggccaaggcacttttacaaggatttttaaaggcgtacga
as tcgtacgcctttaaaaatccttgtaaaagtgccttggcc
se ggagactacggtcaactgcgtgaaacagaagttctttta
as taaaagaacttctgtttcacgcagttgaccgtagtctcc
se gttcaggagtttgtaaaatttggatcaccagatacatatctgaaaaagaataaaaat
as atttttattctttttcagatatgtatctggtgatccaaattttacaaactcctgaac
se gccaaaaatattctgcttatcggagaagaagacaggaagacag
as ctgtcttcctgtcttcttctccgataagcagaatatttttggc
se gtgccaaaaatattctgcttaccagagaagaagacaggaaga
as tcttcctgtcttcttctctggtaagcagaatatttttggcac
qRT-PCR
se CGTGGATTTCAAACAGTCCA
as CCTCAGATTTCCCAAGGGAA
se CACGAGGACTGCCTGAGC
as AGACCGTCTTGCCCAAAAA
se GACCTGAAGGGAACCATCCT
as TGTGTTTTCGGTGACTGTCC
se CCAGCAGAGAATGGAAAGTC
as CGAGACATGTAAGCAGCATC
Pirosecuenciación JAK2
BIO-Pyro-JAK2_Ex13_cdna-F1 [Btn]CCAAATGGTGTTTCACAAAATCA 
Pyro-JAK2_Ex13_cdna-R1 GCTCATCATACTTGCTGCTTCAAA 
Pyro-JAK2_Ex13_cdna-seq CAAAGAAAGACTCTGAATAG 
Pyro-JAK2_Ex13_cdna-seq2 CAAAGAAAGACTCTGAATAG 
BIO-Pyro-JAK2_Ex13_gDNA-F1 [Btn]TTCTTGTTCCTACTTCGTTCTCC 
Pyro-JAK2_Ex13_gDNA-R1 AAGCTGCACACATGAGTACGTT 
Pyro-JAK2_Ex13_gDNA-seq CATACACACCTCTGAATAGT 
Pyro-JAK2_Ex13_gDNA-seq2 AGTCTCCTACTTCTCTTCG 
BIO-Pyro-JAK2_Ex15_cdna-F1 [Btn]ATTCTGGTTCAGGAGTTTGTAAAA 
Pyro-JAK2_Ex15_cdna-R1 CCCATGAATAAGGGTGTTTTCT 
Pyro-JAK2_Ex15_cdna-seq TCTAGAAAATGCATGGC 
Pyro-JAK2_Ex15_gDNA-F1 CAGGAGTTTGTAAAATTTGGATCA 
BIO-Pyro-JAK2_Ex15_gDNA-R1 [Btn]CTATTTTACATGAATTGGCATCCA 
Pyro-JAK2_Ex15_gDNA-seq TTTGTAAAATTTGGATCAC 
BIO-Pyro-JAK2_Ex16_cdna-F1 [Btn]CCCTTATTCATGGGAATGTATGTG 
Pyro-JAK2_Ex16_cdna-R1 ACTGCAGATTTCCCACAAAGTG
Pyro-JAK2_Ex16_cdna-seq ATGGTATTCTCTCCTGAAG
Pyro-JAK2_Ex16_cdna-seq2 CTAAGTTTGATGAAAGGAG
Pyro-JAK2_Ex16-gDNA-F1 GGGCTTGAACATACTAAATGCTCC 
BIO-Pyro-JAK2_Ex16-gDNA-R1 [Btn]TGCCAGGATCACTAAGTTTGATG 
Pyro-JAK2_Ex16-gDNA-seq GGAATGTATGTGCCAA 
Pirosecuenciación SOCS3
Pyro-SOCS3_3-F1 GTTATGGTTATTTATAGTAAGTTTT 
BIO-Pyro-SOCS3_3-R1 [Btn]TACAAAAAAAAACTACCCCCCTCA 
Pyro-SOCS3_3-seq AGTATTAGTTGGTGGTGAA 
I682T
SOCS3 63 pb
269 pb.
JAK2 187 pb.
LMO2 128 pb
B2M
E549K
K558R
H574R
L634P
R683G
  
 
 
